Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano by Bellemmi, Germán
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
1 
 
ÍNDICE MEMORIA 
índice memoria ....................................................................................... 1 
Resum .................................................................................................... 4 
Resumen ................................................................................................. 4 
Abstract .................................................................................................. 5 
AGRADECIMIENTOS ................................................................................ 6 
Capítulo 1: .............................................................................................. 7 
introducción............................................................................................ 7 
1.1 Objetivo del Proyecto ....................................................................... 7 
1.2 Alcance del Proyecto ........................................................................... 7 
Capítulo 2: .............................................................................................. 9 
Estado del arte ........................................................................................ 9 
2.1 Titanio y Aleaciones de Ti ................................................................. 9 
2.1.1  Introducción y clasificación ....................................................................... 9 
2.1.2  Biocompatibilidad .................................................................................. 10 
2.1.3  Estructura y propiedades de corrosión ..................................................... 11 
2.1.4  Comportamiento de las cargas iónicas en la capa superficial de óxido de Ti .. 12 
2.1.5  Propiedades mecánicas .......................................................................... 12 
2.1.6  Causas y motivos para la modificación de la superficie ............................... 13 
2.1.7  Aplicaciones biomédicas ......................................................................... 14 
2.2  Quitosano ....................................................................................... 15 
2.2.1  Introducción ......................................................................................... 15 
2.2.2 Grado de Desacetilación .......................................................................... 16 
2.2.3 Propiedades biológicas ............................................................................ 16 
2.2.4 Biodegradabilidad ................................................................................... 17 
2.2.5 Biocompatibilidad ................................................................................... 17 
2.2.6 No toxicidad .......................................................................................... 17 
2.2.7 Actividad anti-microbiana ........................................................................ 17 
2.2.8 Modo de acción anti-microbiana ............................................................... 18 
2.3  Carvacrol ........................................................................................ 19 
2.3.1 Introducción .......................................................................................... 19 
2.3.2 Molécula y propiedades físicas ................................................................. 19 
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
2 
 
2.3.3 Propiedad anti-oxidativa .......................................................................... 20 
2.3.4 Mecanismos de acción anti-bacteriana ...................................................... 20 
2.3.5 Respuesta anti-inflamatoria ..................................................................... 20 
2.4 Nanopartículas de Plata (npAg) ........................................................... 21 
2.4.1 introducción........................................................................................... 21 
2.4.2 La Plata como agente anti-bacteriano ....................................................... 21 
2.4.3  Efecto del tamaño y forma de las nano partículas de Ag (npAg) en su acción 
antimicrobiana ............................................................................................... 22 
2.4.4  Citotoxicidad ......................................................................................... 22 
2.5  Bacterias ........................................................................................ 22 
2.5.1 Introducción .......................................................................................... 22 
2.5.2 Forma ................................................................................................... 23 
2.5.3 Descripción de la célula bacteriana ........................................................... 23 
2.5.4 Adhesión y formación de la placa dental bacteriana .................................... 24 
2.5.5  Mecanismos de resistencia a los anti-bióticos en bacterias Gram-Negativas .. 25 
TECNICAS APLICADAS Y MÉTODOS DE .................................................. 26 
CARACTERIZACIÓN ............................................................................... 26 
2.6  Dip-Coating ..................................................................................... 26 
2.6.1  Introducción ......................................................................................... 26 
2.6.2 Equipo utilizado...................................................................................... 26 
2.7  Ensayo de difusión bacteriana ........................................................... 28 
2.8  Ensayo de adhesión bacteriana .......................................................... 30 
2.9  Ensayo de citotoxicidad .................................................................... 33 
2.10  Espectroscopia por Ultravioleta ........................................................ 34 
2.11  Interferometría .............................................................................. 35 
2.12  Microscopia por emisión de electrones TEM ........................................ 36 
2.13 Microscopia electrónica de barrido SEM .............................................. 37 
2.14 Autoclave ....................................................................................... 38 
2.15 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) ................................................... 39 
Capítulo 3: ............................................................................................ 41 
Materiales y métodos ............................................................................ 41 
3.1 Condiciones de Estudio ...................................................................... 41 
3.2 Preparación de muestras .................................................................... 43 
3.3 Recubrimiento sobre el Titanio ............................................................ 45 
3.3.1  Solución de Quitosano ........................................................................... 45 
3.3.2  Solución de npAg .................................................................................. 46 
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
3 
 
3.3.3  Incorporación de las npAg al Quitosano .................................................... 47 
3.3.4  Quitosano cargado con Carvacrol ............................................................ 47 
3.3.5  Quitosano cargado con Carvacrol y npAg .................................................. 48 
3.3.6  Dip-Coating .......................................................................................... 48 
3.3.7  Estabilización del recubrimiento .............................................................. 49 
3.4 Caracterización del recubrimiento ....................................................... 49 
3.4.1  Caracterización del Quitosano ................................................................. 49 
3.4.2  Caracterización del Carvacrol .................................................................. 50 
3.4.3  Caracterización de la Rugosidad y espesor en la superficie de la muestra ..... 56 
3.4.4  Presencia y dispersión de nano partículas de Plata en el film ....................... 57 
3.4.5  Determinación de las propiedades mecánicas del recubrimiento .................. 59 
3.4.6  Determinación del tamaño de las micelas presentes en la emulsión con 
Carvacrol ....................................................................................................... 61 
3.4.7  Determinación de las propiedades Biológicas ............................................ 61 
3.4.7.1  Ensayo de difusión Bacteriana .............................................................. 62 
3.4.7.2  Ensayo de adhesión bacteriana ............................................................ 62 
3.4.7.3  Ensayo de Citotoxicidad celular ............................................................ 63 
Capítulo 4: ............................................................................................ 65 
resultados y discusión .......................................................................... 65 
4.1  Caracterización del recubrimiento ...................................................... 65 
4.1.1  Caracterización del Quitosano ................................................................. 65 
4.1.2  Caracterización del Carvacrol .................................................................. 66 
4.1.3  Rugosidad y espesor de la superficie del recubrimiento .............................. 69 
4.1.4  Presencia y dispersión de nano partículas de plata en el film ....................... 73 
4.1.5  Determinación de las propiedades mecánicas del film ................................ 75 
4.1.6  Determinación del tamaño de micelas presentes en emulsión ..................... 76 
4.1.7  Ensayo de adhesión bacteriana ............................................................... 76 
4.1.8  Ensayo de citotoxicidad celular ................................................................ 77 
4.1.9  Topografía de la superficie del recubrimiento (SEM) ................................... 78 
Capítulo 5: ............................................................................................ 79 
Conclusiones ......................................................................................... 79 
Capítulo 6: ............................................................................................ 81 
bibliografía ........................................................................................... 81 
6.1 Referencias bibliográficas ................................................................... 81 
presupuesto .......................................................................................... 84 
Apéndice ............................................................................................... 87 
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
4 
 
RESUM  
La presencia de malalties periodontals generalment comença amb la deposició 
d’una gran quantitat de colònies Bacterianes, que, conjuntament amb altres 
factors (com ferides, etc.) afecten a la salut buco dental. 
Les bactèries interactuen entre elles formant el Bio-film Bacterià que es 
transformarà en la placa Bacteriana. Aquesta última es la encarregada de danyar 
el teixit tou que protegeix les unions dentals i començar el procés d’una possible 
malaltia periodontal. 
Degut això el present projecte ha estudiat el comportament antibacterià d’un 
recobriment sobre la superfície de Titani (Ti), davant l’hipotètic cas d’una pèrdua 
dental i el seu procés de reemplaçament (implant). 
Per aquests motiu, la zona d’acció del recobriment que s’ha estudiat en aquests 
projecte, correspon a la zona de contacte entre el Ti  i geniva.  Les condicions 
estudiades han sigut, quitosà dopat amb nano partícules d’Argent i Carvacrol ( 
component actiu de la farigola), degut a la propietat antibacteriana de l’argent i a 
les respostes antibacterianes, antiinflamatòries del Carvacrol. 
RESUMEN  
La presencia de enfermedades periodontales generalmente comienzan con la 
deposición de una gran variedad y cantidad de colonias Bacterianas, que, 
conjuntamente con otros factores (como heridas, etc.) afectan a la salud buco 
dental. 
Las Bacterias interactúan entre ellas formando el Biofilm Bacteriano que se 
transformará en la placa Bacteriana. Este última es la encargada de dañar el 
tejido blando que protegen las uniones dentales y comenzar el proceso de una 
posible enfermedad periodontal. 
Debido a ello el presente Proyecto ha estudiado el comportamiento anti-
bacteriano de un recubrimiento sobre la superficie de Titanio (Ti), ante el 
hipotético caso de pérdida dental y su proceso de reemplazo (implante). 
Por este motivo, la zona de acción del recubrimiento que se ha estudiado en este 
Proyecto, corresponde a la zona de unión entre el Ti y encía. Las condiciones 
estudiadas han sido, quitosano dopado con nano partículas de Plata y Carvacrol 
(componente activo del tomillo), debido a la propiedad anti-bacteriana de la 
plata y a las respuesta anti-bacteriana, anti-inflamatoria del Carvacrol. 
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ABSTRACT 
The presence of the periodontal disease generally starts with a large variety and 
quantity of Bacterial colony deposition, that jointly with other factors (e.g. skin 
wounds) affect to the dental health. 
Bacteria interact among them forming the bacterial Bio-film which will transform 
in to the bacterial plaque. This plaque is the responsible of the damage caused to 
the soft tissue that protects dental unions and also of starting the process of a 
possible periodontal disease. 
Due to this the present Project has studied the anti-bacterial behaviour of a 
coating on Titanium (Ti) surface, in the hypothetical case of tooth loss and 
replacement process (implant). 
For this reason the action areas of the coating that have been studied in this 
Project correspond to the contact area between Ti and the gum.  The studied 
conditions have been: Silver and Carvacrol (active compound of Tymus Vulgaris) 
nano particles doped Chitosan, due to the anti-bacterial property of Silver and 
the anti-bacterial and anti-inflammatory response of Carvacrol. 
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CAPÍTULO 1: 
INTRODUCCIÓN 
En el presente Proyecto se ha desarrollado un recubrimiento polimérico 
sobre la base de Titanio con la finalidad de mejorar las propiedades 
antimicrobianas del polímero mediante dopaje con nano partículas de Plata 
y con Carvacrol (derivado del tomillo). Se ha estudiado las propiedades 
mecánicas del recubrimiento, las propiedades biológicas y físicas del mismo. 
 
1.1 Objetivo del Proyecto 
 
• Optimizar el comportamiento anti-bacteriano del Quitosano dopado 
con nano partículas de Plata y Carvacrol. 
• Estudiar las propiedades físico-químicas del recubrimiento. 
• Estudiar sus propiedades mecánicas. 
• Estudiar las propiedades biológicas del recubrimiento. 
 
1.2 Alcance del Proyecto   
 
El presente Proyecto se estructura de la siguiente forma: 
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Capítulo 1: Objetivos y alcance del Proyecto 
 
Capítulo 2: Estado del arte donde se exponen las bases teóricas que 
sustentan el proyecto. 
Técnicas aplicadas y métodos de caracterización donde se 
expondrán la descripción y protocolo de técnicas utilizadas como 
principio de funcionamiento de los equipos utilizados. 
 
Capítulo3: Materiales y métodos donde se explicará el desarrollo de los 
ensayos, los  protocolos utilizados y la caracterización de los 
recubrimientos.  
 
Capítulo 4: Resultados y discusiones. 
 
Capítulo 5: Conclusiones donde se presentarán las conclusiones más 
relevantes  obtenidas como finalización o cierre del Proyecto. 
 
Capítulo 6: Referencias bibliográficas donde se presentará un listado con las         
referencias de procedentes de libros y otros medios 
informativos. 
 
Presupuesto: Donde se presentarán los costes derivados del desarrollo del 
Proyecto. 
 
Apéndices 1 y 2: Se presentará el impacto ambiental derivado del desarrollo 
del Proyecto y las tablas con los análisis estadísticos 
realizados. 
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CAPÍTULO 2: 
ESTADO DEL ARTE 
 
2.1 Titanio y Aleaciones de Ti 
2.1.1  Introducción y clasificación 
El Titanio (Ti) ha sido considerado un metal raro, pero actualmente es uno 
de los más importantes metales introducidos en la industria. El Ti fue 
descubierto en Inglaterra por Gregor en 1790 pero no recibió su nombre 
hasta 1795 por Klaproth[1]. Asimismo, la correspondiente sustancia 
metálica fue detectada en 1825, pero han transcurrido 100 años hasta que 
se obtuvo Ti puro[2]. 
En la tabla periódica el Ti es un elemento de transición perteneciente al 
grupo IV, período 4. Su número atómico es 22 y su peso atómico es 
47,9[1]. 
La gran afinidad entre el Ti, el Oxígeno (O) y otros elementos gaseosos 
(hidrógeno (H), nitrógeno(N), carbono(C)), y la alta estabilidad 
termodinámica del óxido de Titanio (TiO2), requiere la utilización de alta 
energía y técnicas de vacío para producir este metal, en estado puro. La 
producción del Ti con aceptables propiedades comenzó hacia 1946. 
El Ti comercial puro (c.p.Ti) ha demostrado un comportamiento adecuado 
como material implantable en el campo de osteosíntesis, implantes orales y 
prótesis de tejido óseo. 
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Una de sus principales e importantes características es su excelente 
biocompatibilidad y su alta  resistencia a la corrosión, además, que no 
causa reacciones alérgicas. 
Los diferentes grados de pureza presentes en el c.p.Ti modifican sus 
propiedades. Estos grados se especifican en las siguiente tabla extraída de 
la norma ISO 5832-2 (1999)[2]. 
 
 
 
 
El Ti presenta una estructura cristalina hexagonal compacta (α Ti) estable 
hasta una temperatura de 882ºC. Esta se convierte en cúbica centrada en el 
cuerpo (β Ti) por encima de dicha temperatura.  
Las aleaciones de Ti se clasifican en: 
 
• Tipo α (estructura cristalina hexagonal compacta)  
• Tipo cercano  α 
• Tipo α + β 
• Tipo β (estructura cristalina cúbica centrada en el cuerpo) 
 
Los elementos de aleación se dividen en dos grupos: 
 
• Estabilizadores α (tales como Al, O, N,C) 
• Estabilizadores β (tales como Mo, Va, Nb, Ta) 
 
Las aleaciones tipo α y casi- α poseen una resistencia superior a la corrosión 
pero presentan una relación resistencia/temperatura, baja. En 
contraposición las aleaciones α + β tienen una elevada resistencia debido a 
la presencia de ambas fases. Las propiedades de estos materiales dependen 
de su composición, de las proporciones relativas de las fases α, β, de los 
tratamientos térmicos y las condiciones de los procesos termo-mecánicos. 
Las aleaciones β son las que presentan menor módulo elástico y, a su vez, 
mayor resistencia a la corrosión[1]. 
2.1.2  Biocompatibilidad 
La biocompatibilidad del Ti puede expresarse en base a dos observaciones: 
 
• La respuesta favorable del tejido a la superficie del Ti 
Tabla 1: composición química de varios grados de c.p.Ti. 
Composición límite máxima en peso (%)[2] 
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• La ausencia de reacciones alérgicas. 
 
La ausencia de reacciones alérgicas se debe en gran medida a la  propiedad 
del Ti de formar una capa de óxido sobre la superficie del mismo (TiO2). 
Esta capa se forma espontáneamente debido al O presente y protege al 
c.p.Ti de la corrosión. Esta película pasiva se regenera luego de ser 
destruida.  
Observamos la repasivación espontánea de la superficie de Ti luego de ser 
atacada y dañada mediante aplicación de una carga superficial en medio 
con NaCl en la siguiente figura 1: 
 
 
 
 
 
 
De este modo la superficie de un implante de Ti que ha sufrido daños ó 
desgaste se volverá a proteger instantáneamente.  
2.1.3  Estructura y propiedades de corrosión 
 
Una de la más importante propiedad del Ti es la capa de óxido que se forma 
en su superficie. 
Esta se forma y crece espontáneamente haciendo del Ti un material 
químicamente estable. 
Esta capa presenta las siguientes características (figura 2): 
 
• El film de óxido parte amorfo y parte nano cristalino tiene un grosor 
que oscila entre 3-7 nm compuesto principalmente por TiO2 estable. 
• La interface TiO2/Ti posee una concentración que varia gradualmente 
de O a Ti con un ratio    entre 2 y 1, desde el film de oxido TiO2 y 
presenta un ratio mucho menor en la masa propiamente de Ti. 
• El hidróxido y la absorción química de agua vinculada los cationes de 
Ti conduce a un enlace débil de adsorción física entre el agua y la 
superficie. 
 
 
Figura 1. Gráfica potencial 
electroquímico respecto de Repasivación 
(time)[2] 
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Los materiales implantados entran en contacto con fluidos extracelulares, 
como la sangre y fluido intersticial. La concentración de iones cloruro en el 
plasma de la sangre es 113 mmol/l y en el líquido intersticial es 117 mmol/l 
siendo estos lo suficientemente alto para corroer materiales metálicos. Por 
este motivo es tan importante que la resistencia a la corrosión de material 
sea elevada[1]. 
2.1.4  Comportamiento de las cargas iónicas en la capa superficial de 
óxido de Ti 
 
Grupos Hidroxilos unidos a los cationes de Ti poseen propiedades 
ácido/base, por ello estos grupos son anfotéricos. Este fenómeno lo 
podemos observar en la siguiente ecuación de hidrólisis del Ti en solución 
acuosa: 
 
 
(1)  Ti OH + H2O                    [Ti O] + H3O +  
(2)  Ti OH + H2O                    [Ti OH2]  + OH – 
2.1.5  Propiedades mecánicas 
El Ti presenta un valor bajo de resistencia al desgaste y baja resistencia a la 
abrasión, debido a su baja dureza. Estas últimas propiedades se logran 
aumentar sus valores a través de modificar la superficie del Ti.  
Como ya se ha mencionado su bajo módulo de Young (comparado con otras 
aleaciones como Co-Cr y aceros inoxidables) es una de las propiedades más 
relevantes de este metal y nos dice que este material presenta baja rigidez, 
el umbral para el cual comienza a deformarse permanentemente es bajo[1]. 
 
Observamos las propiedades mecánicas en la siguiente tabla extraída de la 
norma ISO 5832-2 (1999): 
 
Figura 2. Esquema de la película 
de óxido en titanio puro[1]. 
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Las propiedades mecánicas dependen de la cantidad de elementos 
presentes en el Ti es decir, en su grado. 
El Ti y sus aleaciones presentan un módulo de elasticidad bajo en 
comparación con otros metales y cerámicas, propiedad que observamos en 
la siguiente figura 3: 
 
 
 
 
 
Esta propiedad significa una mayor flexibilidad que los otros metales 
excepto los polímeros. 
Observamos que el módulo de elasticidad del Ti es cercano al del hueso. 
Esta propiedad reducirá el apantallamiento de tensiones (stress shielding). 
2.1.6  Causas y motivos para la modificación de la superficie 
 
Como ya podemos deducir el alcance de la importancia de la superficie del 
material en respuesta a su comportamiento biológico. Estas propiedades 
superficiales se pueden modificar mediante diferentes métodos con el que 
poder asegurar la oseointegración. La oseointegración nos informa del 
grado de aceptación y regeneración del tejido óseo en la interface de 
implante/tejido. 
Entre la cantidad de métodos posibles para modificar la superficie se 
encuentran en gran escala los siguientes dos grupos: 
Tabla 2: Propiedades mecánicas mínimas 
requeridas para varios grados de c.p.Ti.[2] 
 
Figura 3. [2] 
 
Tabla 2: Propiedades mecánicas mínimas 
requeridas para varios grados de c.p.Ti.[2] 
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• Formación de una capa de recubrimiento. 
• Métodos físico-químicos de formación de diferentes tipos de 
rugosidad. 
 
El primero hace referencia a introducir mediante adherencia una capa de 
recubrimiento, generalmente polimérica que puede presentar tratamiento 
químico para provocar determinados anclajes moleculares, entre la 
superficie y el tejido.  
Los segundos tienen el objetivo de modificar la superficie para favorecer el 
crecimiento celular en la superficie. Estas rugosidades sirven de plataforma 
donde los osteoblastos pueden posicionarse y crear la matriz necesaria para 
el crecimiento del tejido. 
El presente proyecto tiene por alcance la formación de una capa en la 
interface del material y el tejido para impulsar una acción antibacteriana 
inhibiendo su proliferación a fin de evitar un posible proceso inflamatorio e 
infeccioso[1]. 
2.1.7  Aplicaciones biomédicas 
 
Las recientes aplicaciones del Ti en equipos médicos tienen sus orígenes en 
la etapa siguiente a la finalización de la segunda guerra mundial, debido a 
los avances producidos por los procesos de fabricación en la industria 
aeroespacial militar[1]. 
El uso del Ti y sus aleaciones es consecuencia directa de sus propiedades, 
como bajo módulo de Young, alta resistencia a la corrosión y superior 
biocompatibilidad cuando los comparamos con otros tipos de aleaciones y 
metales. 
El Ti y sus aleaciones son ampliamente utilizados como implantes de cadera 
(Figura 3), implantes dentales (Figura 4), válvulas cardíacas(Figura 5), 
stents(Figura 6), entre otros. 
 
 
 Figura 5. Diagrama 
esquemático de                             
implante dental [1]. 
Figura 4.  Diagrama esquemático de 
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2.2  Quitosano 
2.2.1  Introducción 
El Quitosano se obtiene de la Quitina y ambos son polímeros naturales 
transformables en fibras con campos de aplicación muy interesantes como 
son química, medicina, farmacia y ciencias de los alimentos entre otros. 
El Quitosano se comercia con una variedad en el grado de pureza, 
distribución de pesos moleculares, tamaño de cadena, grados de 
desacetilación, densidades de carga y distribuciones de carga, en forma de 
sal, viscosidades y diferentes valores de retención de agua. Estas 
propiedades afectan a sus características físico-químicas. Por lo tanto la 
elección del grado de quitosano que se utilizará estará intrínsecamente 
relacionada a la aplicación para el cual ha sido diseñado [3].  
Este material presenta un buen comportamiento biodegradable, 
biocompatible de fácil modificación química ya que posee una estructura 
policatiónica que forma complejos con iones de metales, es decir, actúa 
como un quelato. 
La Quitina (de la cual se deriva el Quitosano) es uno de los polímeros 
naturales más abundantes en la tierra, descubierto en 1811 por Bracconot 
al aislar un material nitrogenado en sus estudios sobre la química de los 
hongos. Rouget descubrió en 1859 que el tratamiento de la quitina con una 
solución concentrada de hidróxido de potasio a ebullición la modificaba en 
un compuesto soluble en soluciones ácido diluidos, más tarde denominado 
quitosano por Hoppe-Seiler.  
La quitina y el quitosano son similares a la celulosa, en la que difieren en el 
grupo hidroxilo en C-2 de la unidad de anhidroglucosa, ha sido sustituido 
por un grupo acetamido (quitina) y amino (quitosano).  
Lo que provocaba esta desacetilación del grupo acetamida por el grupo 
amino fue el tratamiento alcalino aplicado por Rouget a la quitina. Las 
estructuras comparativas de la celulosa, quitina y quitosano son las 
siguientes[4]: 
 
 
Figura 7. Stents[1]. Figura 6. Válvula 
cardíaca [1]. 
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2.2.2 Grado de Desacetilación 
 
 
El grado de desacetilación (DD) depende de la cantidad de grupos Acetilo y 
grupos desacetilados (modificado a Amino) distribuido en la cadena de 
forma heterogénea [5]. 
La Quitina es insoluble en agua, disolventes orgánicos y también en álcalis y 
ácidos diluidos. Transformar la Quitina en Quitosano modifica radicalmente 
sus propiedades permitiendo su solubilidad en soluciones acuosas de la 
mayor parte de ácidos orgánicos e inorgánicos (pH < 6,5). 
Este último es también más reactivo que la quitina ya que sus grupos amino 
pueden ser acilados, alocohilados y además pueden reaccionar con bases de 
Schiff1. 
El quitosano se comporta como un polielectrolito catiónico y con un pH < 
6,5 presenta una alta densidad de carga, la cual le permite realizar 
fácilmente quelatos con iones metálicos[4]. 
 
 
2.2.3 Propiedades biológicas 
 
El crecimiento del interés comercial en el quitosano radica en que éste 
reúne un cantidad importante de propiedades biológicas favorables para la 
industria., entre las que se encuentran, biodegradabilidad, biocompatibilidad 
y no-toxicidad, propiedades que lo hacen revalorado en la industria 
farmacéutica, biomédica y en aplicaciones industriales en general [3]. 
Las propiedades biológicas del Quitosano se encuentran relacionadas con el 
comportamiento catiónico en su molécula, cuyo parámetro con mayor 
efecto es su DD. No obstante es importante su peso molecular(Mw) así 
como conformación de la cadena, solubilidad y grado de sustitución [5]. 
 
 
                                      
1R1R2C = N-R3; donde R3 es un grupo arilo o aquilo. 
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2.2.4 Biodegradabilidad 
 
La solución de Quitosano es muy estable por largos períodos de tiempo, sin 
embargo, para determinadas aplicaciones es de interés la modificación de 
su comportamiento ante la degradación, como una vía de conferirle 
solubilidad al Quitosano en la condición de pH neutro [3]. 
El Quitosano se degrada por medio de la acción enzimática, respecto de una 
fuente no específica de las mismas, como por ejemplo, lisosomas, quitinosa, 
células ó hemicelulasas, proteasas, lipasas y β-1,3-1,4-glucanasas. 
 
Además existen unas enzimas llamadas quitonasas que catalizan la 
endohidrólisis producida en β-(14) unión glucosídica en el enlace D-
glucosamina (GlcN: parte acetilada del Quitosano)[3]. 
 
 
2.2.5 Biocompatibilidad 
 
Una de las propiedades biológicas más importantes de cualquier biomaterial 
es su biocompatibilidad; este no debe ser afectado por el organismo 
huésped y al mismo tiempo no debe provocarle ningún efecto no deseado 
tanto a nivel local como sistémico. 
El Quitosano es tolerado en contacto con tejidos, incluidos la piel, 
membranas oculares, como también por el epitelio nasal y está siendo 
evaluado en un amplio rango de aplicaciones biomédicas [3]. 
Dicha biocompatibilidad  depende de las características de la muestra tales 
como: métodos de preparación, peso molecular (Mw) y grado de 
desacetilación (DD) [5]. 
 
 
2.2.6 No toxicidad 
 
La baja toxicidad que presenta el Quitosano en comparación con otros 
polisacáridos es otra de sus principales características. 
En su artículo Ylitalo y otros et  al(2002) han reportado la ausencia de un 
efecto secundario en la ingesta de Quitosano por parte de humanos (por 
período de tiempo de 12 semanas). 
Sin embargo, Tanaka y colegas (1997) exponen la precaución que se ha de 
tener con el Quitosano en uso clínico sobre largo período de tiempo debido 
a posibles perturbación en el funcionamiento de la flora intestinal 
microbiana [3]. 
El Quitosano presenta una mejor citocompatibilidad in vitro respecto de la 
Quitina (de la cual deriva). La citocompatibilidad antes mencionada ha sido 
demostrada in vitro sobre células del miocardio, endoteliales y epiteliales así 
como fibroblastos, hepatocitos, condrocitos y queratinocitos. Parece ser que 
dicha propiedad está relacionada con el grado de desacetilación (DD) [5].  
 
 
2.2.7 Actividad anti-microbiana 
 
El Quitosano presenta un amplio rango de actividad bacterioestática ante 
diversos patógenos en humanos como frente a organismos transmitidos por 
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alimentos. De hecho se utilizan estas propiedades antimicrobianas en 
diferentes aplicaciones comerciales como preservación de alimentos, 
oftalmología, manufacturación de vendajes para curar heridas[3]. 
Se ha demostrado por medio de microscopia por emisión de electrones que 
el Quitosano actúa sobre las membranas de las bacterias gram-negativo. La 
permeabilidad mencionada ha sido observada en condición de una leve 
modificación de su acidez, para el cual, el Quitosano ha sido protonado. 
Este comportamiento es reversible [5].   
Otro mecanismo ha sido observado y se trata de la penetración dentro de la 
pared celular. Esta última depende de la Peso Molecular (Mw)[5]. 
 
En la siguiente tabla se resume la influencia de la deacetilación (DD) y el 
peso Molecular (Mw) del Quitosano en su actividad antimicrobiana [5]. 
 
 
Propiedad Físico-Química Efecto en actividad antimicrobiana 
DD 
Enlace electrostático con la membrana  
Efecto de permeabilización 
Mw Penetración dentro del núcleo celular 
 
 
 
 
2.2.8 Modo de acción anti-microbiana 
 
Este modo de acción se puede describir en 3 niveles de interacción [3]: 
• interacción con los componentes celulares externos 
• interacción con la membrana citoplasmática 
• interacción con los constituyentes citoplasmáticos 
Las propiedades y la estructura de las membranas celulares juegan un 
importante rol en la actividad antimicrobiana del Quitosano. Las bacterias 
Gram-positivo parecen tener más sensibilidad a la respuesta antimicrobial 
del Quitosano que las Gram-negativo. Esta diferencia es ampliamente 
atribuible a la estructura de la membrana bacteriana. 
 
El modo de acción de los agentes antibacterianos catiónicos actúa 
directamente sobre la membrana plasmática de la bacteria. 
 
Se asume que la naturaleza policatiónica del Quitosano, concretamente en 
su carga positiva -NH3+ del grupo glusosamina, es el factor fundamental 
que interactúa con las cargas negativas situadas en la membrana de las 
bacterias, originando las alteraciones necesarias que provocan la fuga de las 
sustancias intracelulares y dando como resultado la muerte de la bacteria 
[3]. 
Estas hipótesis se encuentran respaldadas en varias líneas de evidencia 
entre las siguientes [3]: 
Tabla 3: Actividad anti-microbiana respecto de la 
deacetilación y del peso Molecular.[5] 
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• El Quitosano pierde su actividad antimicrobiana a pH 7, debido a la 
deprotonación de los grupos amino y a la pobre solubilidad en agua 
en estas condiciones. 
• La actividad antimicrobiana del Quitosano es directamente 
proporcional a su Grado de Desacetilación (DD), que a su vez 
dependen del número de grupos amino protonados. 
• La N-acetilación del Quitosano anula su actividad antimicrobiana ya 
que su grupo 2-amino no puede ser protonado. 
• Una mutación de la Salmonella Typhimurium presenta una fuerte 
disminución de la carga negativa en su membrana que da como 
resultado un incremento en la resistencia al Quitosano. 
• Una variante de la Staphylococcus Aurea (S.aureus)  muestra un 
incremento en la carga positiva de su membrana. Esto lleva a la 
suposición de la carga total de la superficie de la membrana presenta 
un rol muy importante en la actividad antimicrobiana del Quitosano. 
 
 
2.3  Carvacrol 
 
2.3.1 Introducción 
 
Las Plantas aromáticas producen compuestos orgánicos que están envueltos 
en su sistema de defensa frente a insectos fitopatógenos, bacterias, hongos 
y virus. Uno de éstos compuestos, llamado Carvacrol (CRV), se encuentra 
presente en grandes concentraciones en las plantas de Tomillo y Orégano. 
Este compuesto es estudiado por exhibir numerosas bioactividades en 
células y animales. 
Debido a que el Carvacrol exhibe una fuerte propiedad antioxidativa, 
además de presentar ambas características, tanto hidrofóbicas debido a su 
anillo aromático sustituido, como hidrofílica, debido a la presencia de grupos 
OH, se han realizado numerosos estudios sobre sus propiedades 
antioxidativas, antiinflamatorias, antibacterianas, etc[6]. 
 
 
2.3.2 Molécula y propiedades físicas 
 
 
 
 
Propiedades Físicas 
Punto de ebullición 237-238 ºC 
Densidad 0.967 ml/g 
Punto de fusión ~ 0 ºC 
UV máximo en 95% etanol 277.5 nm(longitud de onda) 
Prácticamente insoluble en agua 
Soluble en etanol 
 
Figura 8. 
Molécula [7]. 
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2.3.3 Propiedad anti-oxidativa 
 
Una investigación de los efectos antioxidantes, demuestra que el Carvacrol 
(CRV) inhibe la auto oxidación de los tria glicéridos purificados, grasa de 
cerdo y aceite de girasol a temperatura ambiente. Este hecho sugiere la 
posibilidad de utilizar el CRV para prolongar la durabilidad de los alimentos 
que contienen grasas[7]. 
Por otro lado el CRV introducido en film de nano partículas de Quitosano 
mediante la reacción de bases de Schiff, ha demostrado una mayor 
actividad antioxidante y antibacteriana, y una menor citotoxicidad respecto 
del CRV libre. Esta característica observada nos sugiere la posibilidad de 
utilizar el CRV en film de Quitosano, membranas y fibras para aplicaciones 
médicas y empaquetamiento de alimentos[7]. 
 
 
2.3.4 Mecanismos de acción anti-bacteriana 
 
Se ha observado que la exposición de CRV a la bacteria gram-positivo, 
Bacillus Cereus (B.cereus) da como resultado una reducción del ATP 
intracelular, un cambio en el potencial de la membrana y un incremento en 
la permeabilidad. La pérdida del gradiente iónico en su membrana perjudica 
los procesos metabólicos de la bacteria provocando la muerte celular [7]. 
 
 
2.3.5 Respuesta anti-inflamatoria 
 
Esta propiedad es una de la más importante presente en el CRV. 
Una investigación sobre la modulación inducida de la citosina en patas de 
rata, ha demostrado que el CRV utilizado con una concentración de 100 
ug/kg ha atenuado el edema en la pata y ha reducido el efecto pro- 
inflamatorio de Ciclooxigenasa (COX-2)y de IL-β mRNA, mejorando los 
niveles de IL-10 y de IL-10 mRNA, sugiriendo que el tratamiento reduce la 
producción de los mediadores inflamatorios[7]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Efecto del CRV en la quimiotaxis 
de leucocitos in vitro[26] 
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Figura 10 
En la inhibición del proceso proinflamatorio de la ciclooxigenasa (COX-2) el 
CRV actúa sobre ésta última deteniendo la quimiotaxis de los leucocitos. De 
esta forma el proceso inflamatorio queda desactivado. Este fenómeno lo 
podemos observar en la figura 7, donde vemos el campo de acción de los 
leucocitos respecto de la concentración de CRV. 
 
2.4 Nanopartículas de Plata (npAg) 
 
2.4.1 introducción  
 
Debido a las enfermedades infecciosas causadas por bacterias y al 
desarrollo de la resistencia  bacteriana frente a los antibióticos, las 
compañías farmacéuticas y los investigadores se encuentran enfocados en 
encontrar nuevos agentes antibacterianos [8]. 
Los materiales a escala nanométrica aparecen como agentes 
antimicrobianos debido a que presentan una elevada área superficial de 
contacto en relación a su volumen [8]. 
 
2.4.2 La Plata como agente anti-bacteriano 
 
El nitrato de plata presenta una gran eficiencia comparado con otras sales 
debido a su elevada superficie de contacto. 
La acción antibacteriana de la plata tiene efecto debido a que en su proceso 
de oxidación lento es donde se produce la liberación de iones plata (Ag+) al 
medio [9]. 
 
Las nano partículas atacan las membranas bacterianas y también penetran 
en éstas. Las membranas bacterianas contienen proteínas con las que las 
nano partículas interactúan, además de interactuar con compuestos que 
contienen fósforo, como el ADN bacteriano [8]. 
Cuando las nano partículas se introducen en el cuerpo celular, ésta, produce 
una zona de bajo peso molecular a fin de proteger el ADN de los iones Ag. 
Las nano partículas atacan tanto al ADN, como al proceso respiratorio 
celular desactivándolo y produciendo la muerte bacteriana [8][9][10]. 
 
Parece improbable que las bacterias desarrollen resistencia a la acción de 
las npAg ya que estás atacan varios tipos de proteínas en la membrana 
celular [9]. 
En la siguiente figura se ilustran los mecanismos antes mencionados. 
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2.4.3  Efecto del tamaño y forma de las nano partículas de Ag (npAg) en su 
acción antimicrobiana 
 
El tamaño de las nano partículas determina la superficie de contacto con las 
membranas celulares, por ello, las nano partículas con menor tamaño 
presentan una mayor superficie de contacto y como consecuencia un mejor 
comportamiento antibacteriano en comparación con las de mayor tamaño. 
Las nano partículas menores de 10 nm producen un efecto en las cargas 
iónicas, mejorando la reactividad de las nano partículas [8][9]. 
 
Además la forma también presenta una importante incidencia en su 
respuesta antibacteriana. 
 
En resumen, tanto diferencias en tamaño como en forma determinarán 
diversos efectos inhibitorios. En la siguiente figura resumimos las 
propiedades de tamaño y forma mencionadas. 
 
 
 
 
 
2.4.4  Citotoxicidad 
 
Sólo se presenta toxicidad en casos de argiria2, causado por la exposición 
en largo período de tiempo de una herida tratada con plata, ó, por gran 
cantidad de plata dopada a través de vendajes [8]. 
 
 
2.5  Bacterias 
 
 
2.5.1 Introducción 
 
El término Bacterias es aún ampliamente utilizado en un sentido general 
para referirse a todos los organismos procarióticos, y en este sentido se 
incluyen a todos los procariotas. 
Sin embargo, los estudios moleculares han indicado que los procariotas 
pueden dividirse en dos grupos fundamentalmente diferentes (dominios): el 
dominio Bacteria y el dominio Archaea. 
En este proyecto el término Bacteria se refiere al dominio Bacteria 
propiamente. 
                                      
2Cambio de tonalidad en la piel a color azul debido a la toxicidad de iones plata y su exposición a la luz 
Figura 9 
Figura 11 
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Muchas de las especies pertenecientes al dominio Archaea viven en 
ambientes extremos caracterizados por las altas temperaturas, alta 
salinidad, etc. Sin embargo otros viven en ambientes moderados como el 
suelo. 
La siguiente tabla resume estos dominios y sus características respecto del 
medio en el que habitan [11]. 
 
 
Procariotas 
Bacteria Archaea 
El grupo mayor El grupo menor 
Incluyen todos los procariotas de importancia 
médica 
No se conocen especies de importancia médica 
Una baja proporción de especies vive en ambientes 
extremos 
Una alta proporción vive en ambientes extremos 
Algunas especies pueden llevar a cabo fotosíntesis Ninguna especie es fotosintética 
Ninguna especie produce metano Todas las especies productoras de metano se 
encuentran en este grupo 
 
 
2.5.2 Forma 
 
La forma varía con las especies no de manera exacta pero si generalizada. 
Las células redondas ó con forma esférica de cualquier especie se 
denominan cocos. Las células alargadas de cualquier especie se denominan 
bacilos.  
La siguiente figura refleja esta característica mencionada [11]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.3 Descripción de la célula bacteriana 
 
Las células de diferentes especies pueden diferir grandemente tanto en su 
estructura fina como en su composición química: por esta razón no existe 
una Bacteria típica.  
La figura 12 muestra una “Bacteria” generalizada de una forma muy 
esquemática. 
La figura 13 muestra el cromosoma celular, una estructura de ADN en 
forma de lazo, que se encuentra plegada formando un cuerpo llamado 
nucleoide. 
Bañando el nucleoide existe un fluido complejo, llamado citoplasma, que 
llena el interior celular. 
Figura 12 
Figura 12 
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El citoplasma contiene ribosomas, cuerpos diminutos implicados en la 
síntesis de proteínas, a veces también, hay gránulos de reserva de 
nutrientes. 
Todos ellos se encuentran rodeados por un saco membranoso, llamado la 
membrana citoplasmática. La capa rígida (mecánicamente resistente) más 
exterior es la pared celular. 
La membrana citoplasmática y la pared celular se denominan envuelta 
celular. 
Entre la membrana citoplasmática y la pared celular se encuentra la región 
periplasmática. 
El flagelo es un apéndice proteico fino parecido a un pelo implicado en la 
movilidad celular y está anclado por estructuras especializadas a la envuelta 
celular. 
Algunas Bacterias presentan sólo un flagelo, otras Bacterias presentan 
muchos flagelos y otras carecen de él.  
 
 
 
 
2.5.4 Adhesión y formación de la placa dental bacteriana 
 
El siguiente esquema recoge las etapas o estadios en la formación de un 
biofilm bacteriano. 
 
 
Figura 13  [11]. 
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La formación del biofilm comienza con el estadio de adhesión Bacteriana en 
la película salival. La siguiente etapa consiste en la interacción de las 
diferentes especies. El intercambio químico entre las especies promueve la 
cooperación o la competición. Ellas producen una matriz compleja y rica en 
carbohidratos y/o ácidos nucleidos extracelulares. Las caries o periodontitis 
comienza con la proliferación de este proceso en forma de placa bucal[12]. 
Este proceso puede derivar en la aparición de una enfermedad debido a la 
interacción con otros mecanismos, como aparición de heridas en la encía 
que produce la exposición de tejidos internos (como la membrana 
periodontal) al contacto con el biofilm bacteria. No necesariamente la 
existencia de un biofilm implica la aparición de una enfermedad (y tenemos 
como ejemplo los 2 kg de bacterias que tenemos en el tracto digestivo). 
 
 
2.5.5  Mecanismos de resistencia a los anti-bióticos en bacterias 
Gram-Negativas 
 
El mecanismo de Resistencia Bacteriana se muestras en el siguiente 
esquema: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Funciones de la célula para lograr la resistencia a los antibióticos; A) 
Enzimas modificadoras; B) Bombas de salida; C) Cierre de porinas; D) 
Proteínas purificadoras de penicilina[13]. 
 
 
A. Modificación enzimática del antibiótico Las Bacterias expresan 
enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiótico 
haciendo que éste pierda su funcionalidad. 
 
B. Toman el antibiótico del espacio periplásmico y lo expulsan al 
exterior. 
 
C. Cierran las porinas en su membrana a fin de evitar la entrada del 
antibiótico en su cuerpo celular. 
 
D. Las Bacterias son capaces de alterar el sitio de contacto entre el 
antibiótico y la célula a fin de desactivarlo. 
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TECNICAS APLICADAS Y MÉTODOS DE 
 CARACTERIZACIÓN 
 
 
2.6  Dip-Coating 
 
 
2.6.1  Introducción 
 
Esta técnica se basa en producir un recubrimiento sobre una superficie 
determinada mediante la inmersión de la muestra controlando los siguientes 
parámetros: 
 
• Velocidad de entrada de la muestra a la solución. 
• Tiempo de inmersión. 
• Velocidad de salida de la muestra de la solución.  
 
En la siguiente figura podemos observar el proceso de Dip-Coating. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mediante esta técnica el recubrimiento obtenido forma enlaces de tipo 
secundarios (Van der Waals) entre la superficie de contacto que une el film 
y el material que actúa de sustrato, siendo en este caso Ti.  
 
 
2.6.2 Equipo utilizado 
 
El equipo utilizado es de la marca KCV Nima instruments. El equipo es 
controlado mediante un software específico (ver figura 15) [14]. 
 
Figura 14 
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A continuación se muestran los parámetros de interés necesarios para 
controlar el proceso de producción del recubrimiento (ver figura 16). 
 
 
Con el primero grupo de números entre corchetes se controla la inmersión 
de la muestra (ver figura 16). 
El segundo número comenzando por la izquierda determina la profundidad 
de inmersión de la muestra en la solución. El quinto número controla el 
tiempo de espera de inmersión (ver figura 16). 
El segundo grupo de números entre corchetes controla la salida de la 
muestra (ver figura 16). 
El quinto número del segundo grupo sirve para controlar la velocidad de 
salida, parámetro muy importante además del tiempo de espera, en este 
tipo de ensayos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 
Figura 14 
Figura 16. Los 
parámetros se indican de 
izquierda a derecha. 
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2.7  Ensayo de difusión bacteriana 
 
 
En este ensayo se estudia la inhibición bacteriana debido a la liberación de 
un determinado compuesto al medio bacteriano. Dicha liberación se produce 
siguiendo la Ley de Fick de difusión.  Mediante este ensayo se comprueba el 
efecto antibacteriano sólo si se observa un halo de inhibición alrededor de la 
muestra. Este área será, por lo tanto, más grande cuán más efecto 
antibacteriano difunda el compuesto.  
Este es un ensayo cualitativo. 
  
 
A continuación se esquematiza el ensayo completo. 
 
 
 
 
 
A. Preparación del inoculo bacteriano 
B. Tiempo de espera para obtener la proliferación bacteriana 
C. Dilución del inoculo 
D. Sembrado de placa y exposición de la muestra a las colonias 
bacterianas 
 
A. Para la preparación del inoculo bacteriano se extraen con el aza 2 ó 3 
colonias bacterianas de la especie a estudiar, que se encuentran 
sembradas en placa con medio (específico para la especie bacteriana) + 
agar. 
El asa se ha de esterilizar mediante aplicación de calor (mojado en etanol 
+ llama). Todo el proceso se realizará debajo de campana para evitar la 
contaminación de la cepa bacteriana. 
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Las colonias cogidas se introducen en un falcón que contiene 10 ml de 
medio aproximadamente para su proliferación. 
 
B. Se coloca el falcón en estufa a 37ºC para la reproducción bacteriana 
durante un período de 24 horas. 
 
C. Se realiza una dilución 1:10 del inoculo bacteriano para disminuir la 
carga existente de colonias. 
 
D. Se procede al sembrado de la placa colocando 20ul de inoculo y se 
distribuye lo más homogéneamente posible sobre la superficie de la 
placa. Por último se posiciona de la forma más adecuada la muestra. 
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2.8  Ensayo de adhesión bacteriana 
 
 
Este ensayo tiene por finalidad estudiar el comportamiento antibacteriano 
de una muestra mediante el método de adhesión. 
A continuación se expone un resumen del protocolo y el esquema del 
proceso: 
 
1º día: Preparación del inoculo bacteriano, placas, medio, Eppendorf3, 
Falcon4, PBS (ver figuras 17 y 18). 
2º día: Adhesión, sembrado. 
3º día: Conteo de colonias bacterianas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1º día: Preparación del inoculo bacteriano, además de todo el material 
necesario para el desarrollo del ensayo, como placas, medio, medio + agar, 
Eppendorf, Falcon, PBS. 
 
 
                                      
3
 Recipiente de plástico con tapa que contiene un volumen del orden de 1ml. 
4
 Recipiente cilíndrico similar al tubo de ensayo. Ver esquema punto A2. 
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A. Para la preparación del inoculo bacteriano se extraen con el aza 2 ó 3 
colonias bacterianas de la especie a estudiar, que se encuentran 
sembradas en placa con medio (específico para la especie bacteriana) + 
agar. 
El aza se ha de esterilizar mediante aplicación de calor (mojado en etoh 
+ llama). Todo el proceso se realizará debajo de campana para evitar la 
contaminación de la cepa bacteriana. 
Las colonias cogidas se introducen en un falcon que contiene 10 ml de 
medio aproximadamente para su proliferación. 
 
B.  Se coloca el falcon en estufa a 37ºC para la reproducción bacteriana 
durante un período de 24 horas. 
 
2º día: Adhesión, sembrado. 
 
C. Se realizan las diluciones necesarias para llevar al medio bacteriano a 
una absorbancia de 0,2 en una longitud de onda de 600 nm. La longitud 
de onda es la adecuada para muestras en turbidez.  
La siguiente figura 15 explica el motivo de porque se lleva al medio a 0,2 
absorbancia. 
 
 
 
Podemos observar en la gráfica anterior el comportamiento del 
crecimiento de las colonias bacterianas. Vemos que en ese punto de 
absorbancia (0,2) el crecimiento se encuentra cercano al valor máximo, 
sin llegar al período estacionario. 
Figura 19.  
Figura 17. Eppendorf Figura 18. Falcon 
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Además se conoce la cantidad aproximada de colonias para ese instante 
de tiempo. 
Todo ello nos lleva a coger dicho valor para la realización del ensayo. 
Cabe mencionar que el período estacionario de la proliferación no se debe 
al envejecimiento de las bacterias, sino, a la reducción del espacio 
proporcional al ritmo de crecimiento. 
Este valor es un buen indicativo de desarrollo y dispersión de las 
bacterias en su medio. 
En el desarrollo del ensayo, las bacterias, deberán seguir proliferando. 
 
D. Se procede al lavado de las muestras mediante aplicación de 1ml de 
etanol, con un período de reposo de 20 minutos. Luego se realizan dos 
lavados con Phosphate Buffered Saline (PBS). 
 
E.  Exposición de la muestra al medio inoculado, durante un período de 2 
horas, en estufa a 37ºC. 
En este proceso las bacterias proliferan en el medio que se encuentra en 
contacto con las muestras, dando como resultado la adhesión de las 
mismas a la zona de interés. 
 
F. En esta fase se absorbe el medio, se aplican dos lavados de PBS y se 
colocan las muestras en falcon que contienen 1000 µl de PBS. Luego se 
las aplica 5 minutos de vórtex, para soltar las bacterias que se hayan 
adherido en las muestras. 
Se cogen de cada condición 100 µl de solución y se pasa a la primera 
dilución (1:10) 
Es muy importante que el paso de aplicar vórtex (liberar bacterias) y 
realizar la primera dilución sea lo más rápida posible para evitar errores 
en el ensayo. 
Se realizan las diluciones d1, d2, d3, d4. 
 
 
G.  Se siembran sólo la d2, d3 y d4. Se dejan durante 24 horas en estufa a 
37ºC. 
Una vez pasadas 24 horas se realiza el conteo de las CFU. 
 
3º día: Se cuentan las colonias bacterianas que han proliferado en cada 
dilución. 
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2.9  Ensayo de citotoxicidad 
  
Este ensayo tiene por finalidad estimar el efecto tóxico de las diferentes 
condiciones de estudio. 
El siguiente es un esquema que resume todo el proceso: 
 
 
 
 
A. Preparación de 50 ml de medio celular con la siguiente composición: 
 
1. L glutamina: aminoácido, 500 µl / 50 ml 
2. Streptomicina: antibiótico, 500 µl / 50 ml 
3. Pyrovato sodium: fuente de energía, 500 µl / 50 ml 
4. Hepes: tampón para mantener pH, 1 ml / 50 ml 
5. FBS: 5 ml 
6. Mc Coy: medio, se introducirán los mililitros restantes hasta llegar 
a 50 ml 
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En esta etapa se realiza el sembrado de células en un Flask y las 
muestras para cada condición expuestas a medio celular. Este paso es 
para que las muestras, si liberan sustancias, lo hagan en el medio 
celular. 
 
B, C y D.   Se coge el sembrado de células y se aspira el medio. Luego se le 
realiza un lavado con PBS 10 ml. Una vez lavado se procede a levantar 
la células que se encuentran adheridas en la superficie del recipiente (se 
visualizan estiradas). 
Para ello se introducen 2 ml de Tripsina (corta las proteínas de anclaje). 
Transcurrido unos minutos de acción se desactiva agregando 3 ml de 
medio (además este paso significa suministrarles el medio adecuado 
para que estén suspendidas. Se las visualiza redondeadas y al mover el 
recipiente, ellas se mueven). 
Se agregan 5 ml más de medio y se mezclan con pipeta para luego 
colocarlas en un falcon. 
 
F.  Se colocan tanto el falcon que contiene las células como otro falcon con 
el mismo peso en la centrífuga (debe colocarse un contrapeso en la 
misma). El tiempo será de 5 minutos y la velocidad rpm = 94 rad. 
 
G.   Se utiliza la matriz de Neubauer para contar las células. El valor medio 
ha de estar comprendido entre el siguiente intervalo: 
 
20 < células < 80 
 
H.   Se realizarán las diluciones necesarias al que las células serán 
expuestas. La exposición se realizará del siguiente modo: 
 
+ - 1:10 1:100 1:1000 
 
El control positivo que será sólo medio celular. 
El control negativo que será el medio expuesto a las muestras. 
Las restantes son diluciones del medio expuesto a muestras. 
 
I, J y K. Se realiza la lisis celular para que liberen las enzimas que 
reaccionarán con el formazan (la reacción libera color rojo). 
Cuantas más células se encuentren vivas más intensidad de luz 
roja habrá. 
 
 
2.10  Espectroscopia por Ultravioleta 
 
Esta técnica utiliza la difracción de la luz ultravioleta para atravesar la 
muestra y obtener información de la luz transmitida. La información se 
puede mostrar en transmitancia o en absorbancia. 
La luz visible se encuentra en un rango de longitud de onda entre 4 x10-7 m  
y 7 x10-7 m. Para obtener el rango en números más manejables se expresa 
en nanómetros. El intervalo de longitud de onda quedará de 400nm a 
700nm.  
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Figura 20. Esquema básico de funcionamiento del 
espectrómetro por luz ultravioleta [15] 
Debido a que se requiere de un pequeño número de moléculas que 
absorban la luz es conveniente utilizar las muestras en solución. La luz 
ultravioleta será la onda que atravesará la muestra, las demás ondas serán 
obstaculizadas por el equipo [15]. 
 
El esquema básico de su funcionamiento se resume en la siguiente figura 
17: 
 
 
 
 
2.11  Interferometría 
 
Un rayo de luz es una electromagnética con campos E y B variables. Cuando 
dos rayos se encuentran, los campos se superponen y en cada punto del 
espacio los vectores E o B serán la suma vectorial de los campos de los 
rayos individuales. 
Si dos haces provienen de fuentes distintas, en general no hay relación 
constante entre los campos de cada haz., de manera que cuando éstos se 
superponen el campo resultante oscila con el tiempo y el ojo humano 
percibe una intensidad promedio uniforme. 
Si los dos haces provienen de la misma fuente estarán correlacionados en 
frecuencia y fase. 
De esta forma al producirse la superposición (interferencia) se producirá 
una interferencia constructiva si el estado de fase es el mismo (máximo en 
intensidad). Por el contrario si los campos se encuentran en oposición de 
fase, la superposición supondrá la anulación del campo total (mínimo ó cero 
en intensidad). 
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Figura 21. [16] 
A continuación vemos el interferómetro de Michelson. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un rayo procedente del láser es desdoblado por un espejo semitransparente 
(ES5). Uno de los rayos se refleja en el espejo fijo (EF) y el otro en el espejo 
móvil (EM). 
Sobre la pantalla vemos la superposición ó interferencia de los dos haces de 
luz, cuyas fases, están altamente correlacionadas por proceder de la misma 
fuente. 
 
Inicialmente los dos rayos desdoblados se encontraban en fase. La 
diferencia de fase que exista entre ellos cuando se encuentren nuevamente 
en un punto dependerá de la distancia que hayan recorrido. Si EF y EM se 
encuentran a la misma distancia del espejo semitransparente, llegarán a la 
pantalla en fase y la interferencia en cualquier punto será máxima í mínima 
pero constante en el tiempo, lo que nos permitirá observar el patrón de 
interferencia [16] 
 
2.12  Microscopia por emisión de electrones 
TEM 
 
Esta técnica utiliza los electrones acelerándolos hasta obtener un nivel alto 
de energía, para luego enfocarlos sobre un material. De ello se derivan que 
puedan ocurrir dispersiones elásticas ó inelásticas, producir algunas 
alteraciones, emisión de electrones Auger ó luz. 
 
La figura 22 resume las diferentes interacciones que pueden ocurrir entre 
los electrones y el material, mientras que la figura 23 es el diagrama del 
haz en el  TEM [17]. 
 
 
 
                                      
5
 Espejo semitransparente que refleja el 50% de la luz  incidente y deja pasar el otro 50% 
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Figura 22. 
Figura 23. 
Figura 24. Equipo SEM 
que ha sido utilizado en el 
presente proyecto 
 
 
 
 
 
 
2.13 Microscopia electrónica de barrido SEM 
 
Esta técnica se basa en disparar electrones en un blanco focalizado. Debido 
a ello se producirá, tanto dispersión de los electrones que chocan con la 
materia, como diferentes tipos de interacciones entre ellos, además de 
algunos electrones que atravesarán la materia (transmisión). 
La información que se procesará deriva de los electrones que han sido 
transmitidos. 
  
El siguiente es un resumen de la interacción entre el haz y la superficie del 
material [18]. 
 
 
 
1. Aceleración del rayo (Kv)  
2. Angulo de convergencia (αp) 
3. Corriente incidente sobre la muestra (Ip) 
4. Diámetro del rayo incidente sobre la 
superficie (dp) 
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A continuación se resume el funcionamiento de la caja negra del equipo 
SEM (Ver figura 25). 
 
• Fuente de energía que produce los rayos de electrones (electron gun) 
• Series de lentes (condensadores y objetivos) que actúan controlando 
el diámetro del rayo y el foco del mismo sobre la superficie de la 
muestra. 
• Serie de aperturas (formada por rejillas metálicas) que afectan a las 
propiedades del rayo. 
• Control de posición de la muestra y orientación. 
• Lugar ó área de interacción entre rayo y la muestra. 
• Cámara de vacío 
 
 
 
 
 
 
2.14 Autoclave 
 
Este equipo se utiliza para esterilizar los elementos de trabajo. Se 
encuentra formado por un recipiente metálico, paredes gruesas y cierre 
hermético, trabaja a presiones elevadas de vapor de agua y a temperaturas 
elevadas. El autoclave inactiva todos los virus y bacterias [19].  
 
La siguiente figura 26 esquematiza las partes y el funcionamiento del 
autoclave. 
 
 
Figura 25. Esquema de la caja 
negra de un SEM [18] 
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Figura 26 
Figura 27 [20] 
 
 
 
 
A. Recámara. En ésta parte del equipo se deposita el vapor de agua que 
produce    cuando la resistencia R, se calienta (generador de vapor). 
B. El vapor de agua pasará de la recámara a la cámara donde se encuentra 
los elementos a esterilizar. 
C. Depósito de agua y vapores. 
V1.Válvula de llenado de recámara con agua destilada. 
V2.Válvula de salida de vapor. 
V3.Válvula de purga de aire. 
 
 
2.15 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) 
 
Esta técnica se basa en la emisión de luz infrarroja que incidirá e 
interactuará con la muestra. Parte de la luz será absorbida por la muestra y 
otra parte será transmitida. 
El espectro resultante se puede expresar en trasmisión ó absorción de la 
radiación que ha interactuado con las moléculas que forman la materia 
irradiada.  
Cada espectro por lo tanto será y es característico de cada muestra. 
El tamaño de los picos nos indica directamente la presencia de una 
determinada molécula en la muestra. En definitiva el equipo de infrarrojos 
representa los picos de absorción, los cuales corresponden a las frecuencias 
vibratorias de los enlaces atómicos existentes en la molécula [20]. 
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Figura 28. [20] 
 
El proceso del instrumental es el que sigue a continuación (ver figura 28): 
 
La fuente: La radiación infrarroja es emitida desde la caja negra. El haz 
pasa a través de una apertura con la que se controla la cantidad de energía 
presente en la muestra. 
El interferómetro: El haz entra en el interferómetro, donde se codifica el 
espectro. 
La muestra: El haz choca con la muestra, donde la atraviesa o es reflectada. 
El detector: El haz pasa al detector donde se realiza la medida final. 
La computadora: La señal medida es enviada a la computadora donde 
aplicará la transformada de Fourier. 
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CAPÍTULO 3: 
MATERIALES Y 
MÉTODOS 
 
3.1 Condiciones de Estudio 
 
El primer paso para decidir las condiciones de estudio han sido plantear y 
redactar la estructura del Proyecto a fin de determinar los métodos 
necesarios para el desarrollo del mismo.  
La estructura es la siguiente: 
Materiales: 
• Titanio (Ti). 
• Quitosano. 
• Dopaje (absorbido en la capa) 
• npAg. 
• CRV. 
 
Maquinarias: 
• Máquinas de pulir. 
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• Dip-Coating. 
• Agitador/calefactor. 
• Cabina de bacterias. 
• Cabina de células. 
• Herramientas varias. 
• Equipos de caracterización. 
 
¿Cómo hacer el estudio? 
Material control: 
• Ti sin tratar (igual procesado). 
• Ti con Quitosano. Este será Quitosano 1% ó Quitosano 2%???  
• Ti con Quitosano. Existirán diferencias en realizar dip-coating en 1 
capa respecto de multicapa?? Por ejemplo 3 capas?? 
Para resolver el problema de elegir el tipo de Quitosano, se puede 
caracterizar su rugosidad y espesor, observando si existen o no diferencias 
significativas entre los dos tipos (Ver apartado 4.4.2). 
 
Condiciones de estudio: 
• Ti con Quitosano + npAg. 
• Ti con Quitosano + Carvacrol. 
• Ti con Quitosano + npAg + Carvacrol. 
 
Parámetros de estudio: 
• Quitosano médium (MW) (1 único Quitosano). 
• Velocidad / Repetición de dip-coating. 
 
Mecánica 
• Concentración de npAg en el Quitosano. 
• Concentración de Carvacrol en el Quitosano. 
 
¿Que estudiar? 
• Como mezclar, disolver, embeber, el CRV en el Quitosano??? 
 
Propiedades físico-químicas: 
a. Rugosidad del sustrato (interferometría de luz blanca). 
b. Espesor del film de Quitosano. 
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c. Presencia del Quitosano. Hay npAg, Carvacrol en la capa??? (ATR-
FIR). 
d. Topografía (SEM). 
e. Presencia y dispersión de npAg (SEM-EDS / TEM). 
 
Propiedades mecánicas: 
a. Fuerza de unión de Quitosano-Ti. 
 
Propiedades biológicas: 
a. Citotoxicidad (ensayo de citoxicidad celular). 
b. Efecto anti-bacteriano (ensayos bacterianos tales como difusión y 
adhesión). 
c. Liberación si la hay de Carvacrol al medio. 
 
 
3.2 Preparación de muestras 
 
Los discos de Ti se adquieren mecanizados por el departamento de Ciencia 
de Materiales e ingeniería Metalúrgica (CMEM). Los discos tienen 
aproximadamente 10 mm de diámetro y 2mm de grosor. 
 
Colocación de los discos en baquelita 
 
Este proceso se trata de colocar 5 discos de Ti embutidos en baquelita. 
Para ello se utiliza una máquina embutidora (LaboPress-3, Struers, EEUU) 
controlada con los siguientes parámetros: 
 
Fuerza 16 N 
Calentamiento 180ºC  durante 6 minutos 
Enfriamiento Tiempo de 3 minutos 
 
Este proceso es necesario para optimizar el tiempo de trabajo y asegurar la 
reproducibilidad de las condiciones iniciales en las muestras. 
 
Proceso de pulido 
 
Este proceso se realiza mediante el uso de la pulidora automática (RotoPol-
31, Struers, ver figura 26). Esta máquina trabaja con un máximo de 6 
baquelitas, ejerciendo una Fuerza en cada uno de los pistones de forma 
independiente.  
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Figura 30. Embutido y 
pulido de muestras. 
Figura 29. Proceso 
de pulido mediante 
equipo. 
El protocolo utilizado para el proceso de pulido es el siguiente: 
 
Tipo de papel de lija fuerza tiempo Velocidad 
P-600 10 N 15 minutos 300 rpm 
P-800 10 N 10 minutos 300 rpm 
P-1200 15 N 30 minutos 150 rpm 
P-2400 10 N 40 minutos 150 rpm 
Paño terciopelo 10 N 30 minutos 300 rpm 
 
Se ha de seleccionar en la cabecera del equipo la opción de giro solidario 
entre muestras y disco de pulir, además del modo auto para que el equipo 
ajuste la fuerza en cada pistón automáticamente. La opción de agua en 
posición de Si. 
El paño de terciopelo se hidratará con sílica de 0.06µm para el acabado 
espejo de las caras pulidas de Ti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Extracción de las muestras 
 
Este proceso tiene por finalidad extraer los discos de Ti una vez pulido de 
las baquelitas. Para ello se utilizan la mordaza y una sierra para realizar un 
corte transversal por debajo de la superficie donde se encuentran los discos. 
 
Limpieza de las muestras 
 
La limpieza se realiza mediante ultrasonido en tres etapas, cada una de 
ellas con las muestras sumergidas en diferentes soluciones. El proceso es el 
siguiente: 
 
Acetona 15 minutos 
Etanol 15 minutos 
Agua 15 minutos 
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Figura 32. Solución de 
Quitosano [27] 
Figura 31. Limpieza de 
los discos extraídos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3 Recubrimiento sobre el Titanio 
 
3.3.1  Solución de Quitosano 
 
Los reactivos que se han utilizado en esta preparación son los siguientes: 
 
• Quitosano en polvo, peso molecular medio, 19000-300000 Da (Sigma 
Aldrich). 
• Acido acético glacial (Panreac). 
• Agua destilada mediante el proceso de ósmosis inversa (Milli Q-Merck 
Millipore). 
 
 
La composición del Quitosano en porcentaje es la siguiente: 
 
• Quitosano: 1% 
• Acido acético: 1% 
• Agua destilada: 98% 
 
Se han preparado normalmente un volumen total de Quitosano al 1% de 20 
ml. 
Debido a que es una cantidad considerable para poder realizar el proceso de 
recubrir el Ti mediante la técnica de Dip-Coating. 
 
El procedimiento a seguir es el siguiente: 
 
Se introduce el agua en un vaso de precipitados. 
Se incorpora el ácido acético mediante el uso de pipeta. 
Se coloca en agitador mientras se incorpora poco a poco el Quitosano, para 
facilitar su disolución. 
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Figura 33. Proceso de 
obtención de npAg. 
Figura 34. Solución de 
npAg. 
3.3.2  Solución de npAg 
 
Los reactivos utilizados para la obtención de la solución con npAg son los 
siguientes: 
 
• Citrato de Sodio (C6H5Na3O7.2H2O), con M= 258.07 g/mol (Sigma-
Aldrich). 
• Nitrato de Plata (AgNO3) con M=169.87 g/mol (Panreac). 
 
Las concentraciones en peso son las siguientes: 
 
• 0.9 g Citrato de Sodio en 175 ml de agua destilada. 
• 0.04 g de Nitrato de plata en 50 ml de agua destilada. 
 
El 100% de solución final será: 
 
• 50 ml de solución de Citrato de Sodio. 
• 50 ml de solución de Nitrato de Plata. 
 
El procedimiento a seguir es el siguiente: 
 
Se deberá preparar un baño maría para introducir el 100% de solución. 
El agua del baño maría debe alcanzar los 80ºC y se deberá mantener esta 
temperatura lo más estable posible. Para ello se monitorizará con un 
termómetro. 
Una vez se logre estabilizar el agua en 80ºC, se introducirá el 100 % de 
solución sometiéndola a agitación.  
Transcurridos aproximadamente 15 minutos, la solución tenderá a cambiar 
de color hacia los tonos amarillentos, debido a la precipitación de la Plata. El 
color tenderá a oscurecerse si la reacción continúa y este será un indicativo 
del aumento de tamaño de las partículas. La reacción se debe para en frío, 
es decir, cambio brusco de temperatura. 
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Figura 35. Solución 
de Quitosano cargado 
con CRV. 
3.3.3  Incorporación de las npAg al Quitosano 
 
La composición es la siguiente: 
 
• Acido acético al 1% en 10 ml de agua destilada. 
• Solución de npAg 98%. 
• Quitosano 1%. 
 
Suponiendo la obtención de un cantidad total de 20 ml, se deberá colocar 
en un vaso de precipitados 19.6 ml de solución de npAg, a la que se añadirá 
10 ml de agua destilada con 0.1 ml de ácido acético. 
Luego se coloca la solución en agitación y se añaden los 0.1 g de Quitosano 
en polvo. Se agita hasta obtener una solución homogénea. 
 
 
3.3.4  Quitosano cargado con Carvacrol 
 
El Carvacrol es un compuesto lipídico prácticamente soluble en etanol. Por 
ello se ha de realizar una emulsión para lograr su coexistencia en un film 
propiamente hidrofílico. 
Los reactivos utilizados para la obtención de la solución de Quitosano con 
Carvacrol son los siguientes: 
 
• Quitosano, de peso molecular medio: 1%. 
• Ácido acético: 1%. 
• Glicerol ≥99%: 0.5%. 
• Tween 80: 1%. 
• 50% de agua destilada + etanol. 
• Carvacrol ≥ 98% (Sigma-Aldrich): 0.5%. 
• Agua destilada 47%. 
 
Procedimiento de realización de la emulsión: 
 
Se coloca en un vaso de precipitados la cantidad de agua destilada y se 
añade la ácido acético. Se coloca en el agitador introduciendo el Quitosano. 
Luego se introduce el Glicerol para poder realizar la disolución del Carvacrol 
ya éste tiene la característica de ser lipídico. 
Luego se añaden el surfactante (Tween 80), medido en peso debido a su 
viscosidad. Finalmente se introduce el volumen de 50% agua/etanol. 
Se procede a batir, mediante el uso de batidora eléctrica, durante unos 
minutos hasta que se produzca la emulsión. 
A acabar este proceso se incorpora el 0.5% de Carvacrol y se vuelve a batir, 
hasta observar que la solución no presenta fases (ver figura 35). 
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Figura 36. Dip-coating. Figura 37.  Fase de 
evaporación del Dip-
coating. 
3.3.5  Quitosano cargado con Carvacrol y npAg 
 
Para obtener esta composición solo se han mezclado la solución de npAg en 
un 50% y Quitosano con Carvacrol en el 50% restante. 
 
  
3.3.6  Dip-Coating 
 
Este procedimiento se llevó a cabo para cada condición.  
 
Parámetros más importantes del proceso de dip-coating:  
 
Inmersión 
Velocidad de entrada (mm/min) 50 
deposición  
Tiempo de espera (s) 20 
Salida 
Velocidad de salida (mm/min) 10 
 
Fases del dip-coating: 
 
1. La muestra es sumergida en la solución, a velocidad constante. 
2. La deposición de la solución en la superficie del Ti se realiza con un 
determinado tiempo en donde la muestra se encontrará sumergida en 
dicha solución (figura 33). 
3. La salida es punto muy importante, porque de la velocidad aplicada a 
esta fase depende la cantidad de deposición que vaya quedando en la 
superficie del Ti. 
4. La evaporación es la fase donde el sobrante cae debido a la gravedad 
y el disolvente se evaporará (figura 34). 
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Figura 38. Estabilización 
mediante NaOH. 
3.3.7  Estabilización del recubrimiento 
 
 
La disolución del Quitosano mediante el ácido acético protona el grupo 
Amino convirtiéndolo en NH3+. 
Para lograr la estabilización del recubrimiento se debe desprotonar el grupo 
NH3+ mediante la inmersión del film en NaOH, convirtiéndolos en grupa 
amino NH2 nuevamente (ver figura 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No obstante se ha observado que el Quitosano producido mediante el 
protocolo de carga con Carvacrol que es estable. No necesita NaOH para ser 
estable. Por este motivo se tomó la decisión de no utiliza este proceso para 
las muestras que lleven incorporado Carvacrol. 
 
 
3.4 Caracterización del recubrimiento 
 
3.4.1  Caracterización del Quitosano 
 
El proyecto en fase inicial requería la determinación y caracterización del 
Carvacrol como compuesto del que no se disponía de información suficiente 
proveniente de estudios previos.  
Para determinar la presencia de Carvacrol se han realizado medidas en una 
longitud de onda con un rango comprendido entre 800nm-3500nm [21]. 
 
Las muestras analizadas se han realizado mediante el protocolo de carga de 
Carvacrol en Quitosano (apartado 4.3.4) y las muestras control mediante el 
protocolo de Quitosano (apartado 4.3.1). Los recubrimientos se han 
realizado mediante dip-coating (apartado 4.3.6). 
Mediante esta técnica no se ha podido caracterizar el Carvacrol, pero sí fue 
posible caracterizar el film de Quitosano.  
 
El estudio se llevó a cabo en el Centro de Nano Ingeniería de Barcelona 
(CRnE) con el equipo Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, EEUU). 
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
50 
 
Figura 39. Equipo de FTIR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.2  Caracterización del Carvacrol 
 
Como ya se ha mencionado en el apartado anterior mediante FTIR no ha 
sido posible determinar la presencia de Carvacrol. Para ello se ha diseñado 
y realizado el siguiente ensayo: 
 
Procedimiento para la determinación de Carvacrol en medio 
 
Primeramente se recogió la información necesaria acerca de las 
características y propiedades del Carvacrol para obtener una solución con 
Carvacrol. 
Segundo se han considerado las limitaciones del equipo utilizado como su 
principio de funcionamiento a la hora de tomar decisiones. 
 
Las características del Carvacrol son las siguientes: 
 
Concentración ≥ 98% 
Temperatura de ebullición 236-237ºC/litro 
Densidad 0.976 g/ml 
almacenamiento 2-8ºC 
solubilidad Etanol  
  
 
El Carvacrol tiene como propiedad ser lipídico, por lo tanto, se ha de cargar 
en una solución con etanol a fin de evitar la presencia de fases diferentes. 
Por otro lado el equipo de Ultravioleta trabaja en mejores condiciones 
analizando muestras en solución. La composición de la solución con 
Carvacrol es la siguiente: 
 
• Carvacrol, 0.5% 
• Etanol al 96%, 95% 
 
El equipo utilizado es de la marca Shimadzu UV 3600, UV-vis-NR-
Spectometer, controlado por el software UVPro, en el centro de nano 
Ingeniería de Barcelona (CRnE). 
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Figura 41. Introducción 
de parámetros en equipo 
de ultravioleta. 
Figura 42. Principio de 
funcionamiento del equipo 
UV utilizado. 
Figura 40. Equipo de UV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Primeramente se introducen los datos en el botón Método de la aplicación. 
 
 
 
 
 
Los parámetros introducidos en el método del equipo son: 280nm-350nm 
de rango de longitud de onda; en modo directo (este punto controla la 
referencia entre las dos cubetas que el equipo compara para obtener la 
medida de un determinado elemento).  
Luego el ancho del haz que atraviesa las muestras debe ser del mismo 
orden del tipo de cubetas utilizada. Dependiendo del tipo de medida, 
existen cubetas de diferentes materiales y precisión de medida. 
Para este Proyecto se han utilizado cubetas de plástico y cubetas de cuarzo. 
Para utilizar estas últimas se debía ajustar el ancho de haz a 1mm (ver 
figura 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El equipo una vez colocadas las muestras, compara ambas en las mismas 
condiciones paramétricas y calcula el espectro de absorbancia del 
compuesto determinado (ver figura 42). 
Para ello era necesario primero calcular una línea base (baseline), que sería 
el control ó cero de la medida. 
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Figura 43. Curva del Carvacrol. Prueba UV. 
Luego se retira una de las cubetas (A6) y se realiza la comparación para 
calcular el espectro del único elemento no contenido en la línea base. 
En nuestro caso como el Carvacrol se ha disuelto en etanol (96%), se 
deberá introducir primeramente las dos cubetas conteniendo etanol (96%) 
para obtener la línea base. 
Luego se introduce la muestra conteniendo etanol + Carvacrol, en cubeta A. 
 
En este caso si se ha podido determinar la absorbancia del Carvacrol para 
una longitud de onda de 290nm aproximadamente (Ver figura 43).  
Seguidamente se han realizado determinadas diluciones con el fin de 
obtener diversas absorbancias relacionadas con diversas concentraciones..  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Procedimiento para la obtención de una curva patrón de Carvacrol  
 
Como la prueba realizada con distintas concentraciones se obtenían 
distintas absorbancias se ha seguido con el proceso de obtener la curva de 
liberación patrón absorbancia/concentración. 
 
Las concentraciones del primer ensayo han sido las siguientes: 
 
Concentración (%) Absorbancia 
1 1,6372 
0,5 1,5129 
0,1 0,8952 
0,01 0,5757 
0,001 0,4745 
 
                                      
6
 Se retira la cubeta A por estar en modo Directo 
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Figura 44. Curva absorbancia 
respecto concentración que 
depende del tiempo. 
Tabla 4. Tabla de 
concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como podemos observar la curva presenta un comportamiento logarítmico. 
Por lo tanto se debe conseguir valores que se encuentren dentro del 
comportamiento lineal. 
 
Para ajustar la recta se ha procedido del siguiente modo: 
 
Se ha partido de dos concentraciones conocidas de Carvacrol al 1% y al 
0.2%, de las cuales se han obtenido 4 diluciones para cada concentración 
inicial. 
 
La siguiente tabla recoge las concentraciones utilizadas: 
 
 
1% 0.5% 
0.25% 
0.1% 
0.01% 
0.2% 0.05% 
0.005% 
0.001% 
0.0005% 
 
 
 
 
 
Nótese que los valores indicados en color amarillo se encuentran cruzados 
respecto del orden decreciente de dilución. De esta forma se puede 
establecer un control para saber si los valores son coherentes. 
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Para estas condiciones se ha obtenido la siguiente curva patrón del 
Carvacrol: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se puede observar la curva se ajusta como tendencia a una recta con 
un coeficiente de Pearson de 0.991. 
 
 
Procedimiento para la liberación del Carvacrol en medio 
 
Una vez definida la curva patrón y en base a ella se establece el rango de 
trabajo para realizar el ensayo de liberación del Carvacrol respecto del 
tiempo. 
Es importante determinar concretamente el ensayo trabajando en el rango 
obtenido por la recta. 
 
Primeramente se han realizado las mediciones correspondientes a las 
siguientes concentraciones respecto de 1 ml de etanol durante 30 minutos: 
 
 
 292nm(longitud de onda) 
1% 2.3881 
0.5%  
0.25% 2.3075 
 
 
 
 
De donde se deduce la siguiente predicción de comportamiento: 
 
y = 2,809x + 0,245
R² = 0,991
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Figura 45. Tendencia de 
la curva. Predicción. 
Figura 46. Films en 
bandejas. 
Figura 47. Film de 
Quitosano con Carvacrol. 
 
 
  
 
 
 
 
 
Como podemos observar se asumió para estas concentraciones se estaba 
trabajando en la zona de saturación, siendo la curva que expresa la 
tendencia de liberación del Carvacrol de tipo logarítmica ascendente.  
Era necesario ajustar el proceso para obtener los valores comprendidos en 
la zona lineal de la curva. Para ello se deberá tener en cuenta la 
concentración respecto del volumen de medio en el cual se realiza la 
liberación, y que, para las condiciones antes estudiadas, se obtenían valores 
en zona de saturación. 
 
Preparación de las muestras para estudiar la liberación del Carvacrol 
 
Se han preparado 3 film en bandejas con la siguiente composición (ver 
figura 46): 
 
• Cada  film contiene 1,5g de solución de Carvacrol al 0.5% (ver figura 
47). 
• Se ha dejado secar en estufa a 37ºC durante 24 horas. 
 
El material utilizado como medio para la liberación de Carvacrol es etanol 
del 96%. El volumen utilizado de etanol al 96% es de 6 ml. 
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Tabla 5. Valores de 
absorbancia para cada film 
El procedimiento del ensayo de liberación es el siguiente: 
Tenemos 3 muestras con las mismas condiciones. 
Se cogerá la primera muestra A y se introducirá en un recipiente con 6ml de 
etanol. Al mismo instante se cronometrará el proceso como sigue: 
Mediciones (Uds.) Tiempo (min) 
A1 4 
A2 6 
A3 8 
A4 10 
A5 12 
A6 14 
En cada tiempo de medida, se retira 1ml de medio y se determina la 
absorbancia 
Del mismo a 292nm de longitud de onda. 
Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla: 
 
Time (min) A * B* C* 
4 0,2004 0,378 0,2944 
6 0,2788 0,4067 0,3251 
8 0,3101 0,4267 0,4479 
10 0,3362 0,421 0,5426 
12 0,4501 0,4528 0,6164 
14 0,5679 0,531 0,6544 
 
 
 
Resultados obtenidos para cada uno de los films A*, B* y C*. Los valores 
son las respectivas absorbancias correspondientes a cada muestra. 
 
3.4.3  Caracterización de la Rugosidad y espesor en la superficie de la 
muestra 
 
 
Para caracterizar la rugosidad y el espesor de la superficie del recubrimiento 
ha sido utilizado el interferómetro de luz blanca. 
 
Las hipótesis derivadas este ensayo son las siguientes: 
 
Existen diferencias significativas entre el Quitosano 1% y el Quitosano 2% 
respecto de rugosidad y espesor. Este ensayo determina la decisión de 
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
57 
 
Figura 48. Condiciones de 
caracterización de la superficie 
del recubrimiento. 
Figura 49. Interferómetro. 
Figura 50. TEM. 
elegir el material de estudio, tal y como se había planteado en la estructura 
del proyecto. 
Para cada condición se han realizado los recubrimientos mediante dip-
coating para rugosidad (figura 48 A). Para espesor se ha tapado media 
superficie del disco a fin de estudiar el espesor en el escalón producido por 
el corte entre la existencia de recubrimiento y la no existencia de 
recubrimiento (figura 48 B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El equipo utilizado es de la marca Veeco Wyko 9300NT, instalado en el 
Centro de nano Ingeniería de Barcelona (CRnE). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.4  Presencia y dispersión de nano partículas de Plata en el film 
 
La presencia y dispersión de las nano partículas de Plata en la solución se 
ha estudiado mediante el microscopio TEM. 
El equipo utilizado se encuentra situado en el Parque Científico de 
Barcelona. 
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Figura 51.  
Figura 53.  
Figura 52.  
Para cuantificar la presencia de nano partículas de Plata y su dimensionado 
medio se ha utilizado el análisis de las fotografías obtenidas mediante el 
TEM con el software libre ImageJ.  
 
El análisis se ha realizado del siguiente modo: 
 
1. Se ha binarizado la imagen utilizando el operador Máscara, para 
poder identificar y etiquetar los elementos contenidos en la imagen. 
(Ver figura 51). 
2. Se ha escalado los píxeles de la imagen respecto de una dimensión 
conocida. Las fotografías obtenidas con el TEM te proporcionan una 
escala en la esquina derecha inferior (Ver figura 52).  
3. Se han analizado las partículas. Para ello se han introducido los 
parámetros que se presentan en la figura 53. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aquí se pueden observar las imágenes con las partículas etiquetadas: 
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Figura 54. Esquema de 
pegado de mordazas en 
muestra 
Figura 55. Pegado de 
mordazas en muestra in 
situ. 
 
El programa te devuelve una listado con al área media, cantidad. Asumimos 
que el área de la circunferencia es  =  podemos determinar el diámetro 
medio. 
Este proceso aplicado a todas las fotografías para obtener una aproximación 
del rango de la dimensión de la npAg. 
 
3.4.5  Determinación de las propiedades mecánicas del recubrimiento 
 
Para determinar el agarre del recubrimiento sobre la superficie del Ti se han 
simplificado a 3 las condiciones de estudio. 
 
Se estudiarán 3 ensayos para recubrimiento de Quitosano, Quitosano con 
npAg y Quitosano con CRV. 
 
Las muestras irán pegadas con Araldite de dos componentes sobre 
mordazas (ver figura 54). 
Una mordaza sobre la cara con recubrimiento y la otra sobre la cara 
mecanizada. 
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Figura 57. Fotografía del equipo 
de ensayo mecánico [27]. 
Figura 56. Pegado de 
mordazas en muestra in 
situ. 
Tabla 6. Resultados de 
ensayos mecánicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han rotulado las mordazas pegadas al recubrimiento y se han realizado 
los ensayos a tracción siempre del mismo modo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las condiciones de estudio se presentan en la siguiente tabla, siendo el 
valor la Fuerza máxima de rotura (N): 
 
ensayo 1 2 3 
Ag 235 142 615 
CF 82 565 434 
CRV 325 573 312 
 
 
 
 
Cada ensayo se realizó en grupos con las condiciones de recubrimiento de 
Quitosano con npAg, Quitosano con CRV, y Quitosano control (CF). 
La velocidad de ensayo es de 0.5 mm/min, considerando un área de disco 
de 78.54 mm2. Se asume la misma área porque no se ha podido identificar 
correctamente el adhesivo para calcular el área mediante el software 
imagen. 
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Figura 58. Fotografía procesada 
mediante imageJ. 
3.4.6  Determinación del tamaño de las micelas presentes en la 
emulsión con Carvacrol 
 
Para estudiar el tamaño de las micelas presentes en la emulsión se ha 
realizado el mismo procesado de la imagen que en la presencia de npAg. La 
fotografía analizada en este caso proviene del equipo SEM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se ha procedido a escalar la medida, ajustando las píxeles a la escala 
proporcionada por el equipo. Del proceso se ha obtenido el área media de 
las micelas de color negro. Para tener una aproximación del tamaño de las 
mismas. 
 
 
3.4.7  Determinación de las propiedades Biológicas 
 
Para determinar las propiedades biológicas se ha tenido en cuenta el 
estudio del efecto antibateriano mediante el ensayo de difusión bacteriana. 
De este modo se podría conocer si el compuesto (CRV) difunde o nó en el 
medio bacteriano. 
También se ha tenido en cuenta de qué modo tendría efecto el compuesto, 
si sería por difusión o por contacto. Este último caso se estudia mediante el 
ensayo de adhesión bacteriana. 
Por último se debía conocer si el Carvacrol sería tóxico o no a nivel celular. 
Para ello se seleccionó la cepa de osteoblastos, por ser células 
características en la formación ósea, que es el medio posible de aplicación 
del recubrimiento, en un implante dental. 
 
Para dar respuesta a los puntos antes mencionados se han diseñado los 
ensayos de difusión bacteriana, adhesión bacteriana y citotoxicidad celular. 
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Figura 59. Esquema de diseño A. Figura 60. Esquema de diseño B. 
Figura 61. Resultado comparativo 
de inhibición arriba y No inhibición 
debajo. 
3.4.7.1  Ensayo de difusión Bacteriana 
 
Todos los ensayos bacterianos se han realizado con la cepa Bacteriana 
S.aureus 
La condición estudiada mediante este ensayo es un film de Quitosano 
cargado con Carvacrol. Se ha seguido el protocolo detallado en apartado 
3.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El esquema de la figura 59 detalla la situación del primer ensayo realizado. 
El resultado era la no evidencia de halo inhibitorio. La muestra como se 
indica se colocó en contacto con la superficie del film y la placa sembrada 
con bacterias. 
En la figura 58 se ilustra el proceso para el segundo ensayo en busca de 
una respuesta a la falta de inhibición existente en los ensayos anteriores. 
Se ha optado por agujerear la placa una vez sembrada y luego colocar el 
disco dentro del agujero para conseguir que la superficie del recubrimiento 
este al mismo nivel que la superficie de la placa sembrada previamente. 
En este último caso si se ha observado un halo inhibitorio bacteriano 
importante (ver figura 60). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.7.2  Ensayo de adhesión bacteriana 
 
Este ensayo se realizó según el protocolo explicado en apartado 3.3. 
 
Se han estudiado las siguientes condiciones: 
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Figura 62. Proceso de ensayo 
adhesión bacteriana. Etapa de 
diluciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
• Ti: titanio control. 
• CF1x: Quitosano control, siguiendo el protocolo de Quitosano con 
npAg, pero eliminando éstas últimas 
• CF2x: Quitosano control derivado del recubrimiento de Quitosano con 
Carvacrol. 
• Ag: Quitosano con npAg. 
• CRV: Quitosano con Carvacrol. 
• Tot: Quitosano con npAg y con Carvacrol. 
 
Para el desarrollo del ensayo se ha tenido en cuenta asegurar la superficie 
de contacto entre el inoculo bacteriano y el recubrimiento, a fin de eliminar 
posibles errores provenientes de un volumen excesivo en contacto con la 
superficie del recubrimiento donde las bacterias continúan durante un 
período de 2 horas su proliferación. 
Otra decisión ha sido no utilizar etanol en el proceso de limpieza previo a 
inocular las muestras.  
Por lo tanto se ha inoculado la superficie del recubrimiento con 10µl de 
inoculo en lugar de 1000µl. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.7.3  Ensayo de Citotoxicidad celular 
 
Para este ensayo las condiciones son las mismas que para el ensayo de 
adhesión bacteriana que figura en el apartado anterior. El ensayo ha tenido 
resultados óptimos. El ensayo se realizó con células osteoblastas.  
La línea celular utilizada ha sido Saos (células cancerígenas osteoblastas) en 
Pase 29.  
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Figura 63. Resultado de 
ensayo de citotoxicidad. 
Figura 64. Resultado de 
ensayo de citotoxicidad. 
Figura 65. Observación y 
seguimiento del desarrollo 
celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La utilización de osteoblastos se debe a la ubicación hipotética del 
recubrimiento en un implante dental. Será la zona desprotegida de la unión 
implante encía.  
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CAPÍTULO 4: 
RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
 
4.1  Caracterización del recubrimiento 
 
4.1.1  Caracterización del Quitosano 
 
Se ha procedido a analizar el espectro de infrarrojo obtenido del film de 
Quitosano. EL espectro obtenido representa la transmitancia (%) respecto 
de la longitud de onda (cm-1). 
El análisis de los enlaces característicos de la molécula de Quitosano en 
relación con los picos espectrales son los siguientes (ver figura 62) [22]: 
 
A. 3400 cm-1, corresponde al alargamiento del enlace N-H. 
B. 2920 cm-1, corresponde al alargamiento del enlace C-H. 
C. 1650 cm-1, corresponde al doblez del enlace C=C. 
D. 1500 cm-1, corresponde a la presencia del grupo carboxilo C=O. 
E. 1051 cm-1, corresponde al doblado del enlace O-H. 
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Figura 66. Espectro de 
Quitosano FTIR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
4.1.2  Caracterización del Carvacrol 
 
La curva patrón del Carvacrol para estudiar su liberación se ha realizado con 
las siguientes concentraciones conocidas: 
 
1% 0.5% 
0.25% 
0.1% 
0.01% 
0.2% 0.05% 
0.005% 
0.001% 
0.0005% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 2,809x + 0,245
R² = 0,991
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
0 0,1 0,2 0,3
Ab
so
rb
a
n
ci
a
Concentraciones (%)
Curva patrón de Carvacrol
Series1
Optimización del efecto antibacteriano en un recubrimiento polimérico de Quitosano 
67 
 
 
Como se puede observar los valores de la curva siguen una tendencia lineal 
con un coeficiente de Pearson de 0.991. 
Para estudiar la liberación ha sido necesario tener en cuenta varios 
parámetros que condicionan el ensayo y su posterior cálculo. Estos son: 
 
• Para film procesado en bandejas se debe saber su diámetro para 
conocer su área. 
• Se debe conocer la densidad del compuesto para conocer su peso en 
gramos en cada momento. 
• La concentración en el ensayo de liberación es desconocida. En este 
caso obtendremos la relación absorbancia respecto del tiempo. 
• Mediante la absorbancia se buscará la concentración asociada y se 
procederá al cálculo. 
• Por ello es importante trabajar dentro del rango de comportamiento 
lineal del Carvacrol. 
 
Una vez asociados los valores y encontradas las concentraciones se 
relacionan  con el tiempo como se muestra a continuación: 
 
 
Diámetro del disco 3.5 cm 
Área del disco 19.242 cm2 
Densidad del CRV 0.976 g/cm3 
Volumen de medio (etanol) 0.001 cm3 
 
Time [min] conc.[%] Q CRV [g] 
4 0,016 1,59E-05 
6 0,033 3,18E-05 
8 0,053 5,20E-05 
10 0,067 6,53E-05 
12 0,093 9,07E-05 
14 0,121 1,18E-04 
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Podemos observar que para obtener el Carvacrol liberado en peso, se ha 
utilizado su densidad y el volumen de Carvacrol utilizado para producir el 
film. 
Ahora se relaciona el Carvacrol liberado respecto del área del film para un 
volumen dado. 
Release CRV / area [g/cm^2] 
8,24E-07 
1,65E-06 
2,70E-06 
3,39E-06 
4,71E-06 
6,12E-06 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por último asociamos el total de Carvacrol liberado por el área total del film. 
 
(Q = cantidad liberada de CRV) 
medio [ml] Q.medio Q.muestra Q.total 
Q/area 
[mg/cm^2] 
6 7,93E-05 1,59E-05 9,51E-05 0,005 
5 1,27E-04 3,18E-05 1,75E-04 0,009 
4 1,56E-04 5,20E-05 2,56E-04 0,013 
3 1,31E-04 6,53E-05 2,96E-04 0,015 
2 9,07E-05 9,07E-05 3,46E-04 0,018 
1 0,00E+00 1,18E-04 3,73E-04 0,019 
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Figura 67. Rugosidad en film 
Quitosano al 1%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Podemos observar la tendencia logarítmica de la liberación de Carvacrol que 
tiende a un valor máximo. Vemos que la curva representa los valores 
acumulados por el área del disco y respecto del tiempo. 
4.1.3  Rugosidad y espesor de la superficie del recubrimiento 
 
Para estudiar la rugosidad hemos dividido los grupos de análisis respecto 
del porcentaje de Quitosano, es decir, 1 grupo con Quitosano al 1% y otro 
grupo con Quitosano al 2%.  
Esta decisión se debe a que existen diferencias significativas entre ambos 
grupos (ver apéndice). 
Se estudió principalmente que la rugosidad media aritmética (Ra)7, sea 
menor ó igual a 150nm, para que la rugosidad no sea un parámetro a tener 
en cuenta en la adhesión bacteriana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                      
7
 La media de todos los picos y valles existentes en la superficie del material analizado. 
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Figura 68. Rugosidad en film Quitosano 
al 2%. 
Figura 69. Imagen de la Rugosidad en 
film Quitosano al 1% Obtenida mediante 
interferómetro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como podemos observar  el grupo con Quitosano al 1% presentan una 
rugosidad entre 40nm-70nm, mientras que el grupo de Quitosano al 2% 
presenta  rugosidades entre 80nm-130nm. Para el presente Proyecto es 
necesario una rugosidad baja, para no facilitar la adhesión bacteriana. 
Para ello se estudió la viabilidad de realizar recubrimientos a 3 capas y su 
efecto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La estrategia ha sido producir una muestra con el protocolo inicial pero 
realizando 3 dip-coating en intervalos de 30-45 min entre cada capa. 
Este aspecto del proceso la confiere al film la pérdida suficiente de 
disolvente para consolidar su estructura y poder crear otra capa sobre la 
anterior. 
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Figura 70. Rugosidad en muestras con 3 
capas de dip-coating. 
Figura 71. Imagen de rugosidad de 
Quitosano 3 capas. 
Figura 72. Imagen topográfica de 
rugosidad de Quitosano 3 capas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Podemos observar que la media total de rugosidad para el recubrimiento a 
3 capas baja considerablemente la media al intervalo 30-52nm. Rango que 
es menor que el correspondiente a 1 capa para el Quitosano 1%. 
No sólo disminuye el valor medio sino que reduce el rango. 
 
 
 
Para estudiar el espesor, como ya se ha mencionado, se ha tapado la mitad 
de la cara del disco de Ti antes de ser realizado el dip-coating. Y se han 
analizado la condición de 1 capa y la de 3 capas, como sigue: 
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Figura 73. Selección 
de escalón para medir 
Figura 74. Medida de 
espesor mediante software 
de interferometría. 
Tabla 7. Resultados de espesor. Ver 
apéndice cálculo estadístico. 
Espesor  ∆Z (µm) 
M1C2 (1 capa) M1C3 (1 capa) A (3 capas) B (3 capas) 
0,102 0,112 0,152 0,171 
0,16 0,101 0,146 0,137 
0,114 0,111 0,158 0,176 
0,171 0,104 0,144 0,174 
0,13 0,128 0,177 0,165 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se observan diferencias significativas entre los grupos de 1 capa y de 3 
capas. Para ello se ha realizado el estudio estadístico con Anova de 1 factor. 
(Ver apéndice) 
Observamos también que se produce un aumento de la rugosidad para las 2 
condiciones estudiadas. 
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Figura 75. Diagrama de caja. 
Tabla 8.  diagrama 
de caja. 
4.1.4  Presencia y dispersión de nano partículas de plata en el film 
 
Se han estudiado los resultados de las fotografías obtenidas mediante TEM, 
realizando un diagrama de caja, para visualizar la distribución muestral. 
Se observa que la distribución de las dimensiones medias no sigue una 
distribución normal (ver tabla 8). 
 
 
min 21,330545 
q1 25,4558939 
mediana 27,639532 
q3 59,2086258 
max 73,9927702 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Observamos que existen diferencias entre los valores del diámetro medio 
entre grupos. Se ha trabajado con 2 grupos comprendidos entre los rangos 
20nm a 30nm de diámetro (figura 76) y otro grupo entre 58nm y 74nm de 
diámetro (ver figura 77). 
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Figura 76. Dimensión media 
para el grupo A. 
Figura 77. Dimensión media 
para el grupo B. 
Figura 78. Histograma que 
representa el porcentaje de 
presencia de npAg. 
 
 
 
 
Asimismo se ha calculado el porcentaje de cada muestra respecto del total, 
para determinar el peso de esa dimensión media. 
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Figura 79. Gráfico de tensión 
media para los ensayos mecánicos 
realizados. 
Tabla 9.  Resultados de 
ensayos mecánicos. 
En el histograma anterior podemos ver que las dimensiones de npAg 
comprendidas en el rango de 18nm a 33nm, ocupen un 82% de presencia 
respecto de las restantes dimensiones que ocupan el 18% del total 
registrado. 
 
4.1.5  Determinación de las propiedades mecánicas del film 
 
La siguiente tabla presenta los valores obtenidos de tensión (MPa) en el 
ensayo de agarre del recubrimiento: 
 
ensayo 1 2 3 
Ag 2,99 1,81 7,83 
CF 1,04 7,19 5,53 
CRV 4,14 7,30 3,97 
    
 
desviación típica 2,47 
  
 
 
 
Sólo se observa un valor anómalo correspondiente al ensayo 1 para el 
recubrimiento control de Quitosano. Para todos los valores se asume un 
área de 78.54 mm2. 
Todas las muestras han roto por la cara mecanizada, menos la que presenta 
el valor anómalo. 
Los ensayos se han analizado estadísticamente con un Anova de un factor y 
no se han observado diferencias significativas entre las muestras. 
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Figura 80. Fotografía analizada 
obtenida mediante SEM. 
Figura 81. Resultado de ensayo 
de adhesión bacteriana. 
4.1.6  Determinación del tamaño de micelas presentes en emulsión 
 
Se ha estimado el tamaño de micelas presentes en la emulsión que se debe 
realizar para cargar el Carvacrol en el film de Quitosano. 
La fotografía analizada realizada por el microscopio SEM mediante el 
programa imageJ nos da la información del área media de las micelas que 
es de 5.82µm2 y un diámetro medio de 2.72µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.7  Ensayo de adhesión bacteriana 
 
La siguiente tabla resume los resultados obtenidos de adhesión bacteriana 
mediante la aplicación de 10µl de inoculo bacteriano sobre las superficie de 
las muestras para asegurar el contacto e interacción entre el film y las 
colonias bacterianas. 
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Figura 82. Resultado de 
ensayo de citotoxicidad. 
Se observa un aumento en el recubrimiento con npAg respecto de su 
control CF1x (Quitosano). También se observa un descenso importante en 
la proliferación bacteriana para las muestras con Carvacrol y con CRV más 
npAg. 
 
4.1.8  Ensayo de citotoxicidad celular 
 
Los resultados de citotoxicidad celular para las condiciones estudiadas son 
los siguientes: 
 
 
 
Observamos que todas las condiciones de estudio No presentan efectos 
tóxicos para el desarrollo de la vida celular. 
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Figura 84. Topografía film de 
Quitosano. 
Figura 86. Topografía film con 
CRV. 
Figura 87. Topografía Ti control. 
Figura 83. Topografía film con 
npAg. 
Figura 85. Topografía film con 
CRV. 
4.1.9  Topografía de la superficie del recubrimiento (SEM) 
 
Fotografías obtenidas mediante el microscopio SEM: 
 
 
 
 
Podemos observar en todos los casos una superficie homogénea y la 
presencia del recubrimiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Podemos observar las micelas producidas por la emulsión y la 
homogeneidad de la superficie. La distribución de las micelas es 
homogénea, como era de prever ya que la emulsión no presentaba fases, 
cuestión que preocupaba debida a la propiedad lipídica del Carvacrol. 
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CAPÍTULO 5: 
CONCLUSIONES 
Las conclusiones del presente Proyecto se centran en los siguientes puntos: 
 
1. Recubrimiento de 1 y 3 capas. 
2. Presencia y dispersión de las npAg. 
3. Propiedades mecánicas. 
4. Propiedades Biológicas. 
 
1. Recubrimiento de 1 y 3 capas  
 
Realizar dip-coating a 3 capas reduce la rugosidad media  del Quitosano al 
1% alrededor de un 20% respecto del Quitosano al 2%. 
Además realizar 3 capas de recubrimiento no aumenta de forma 
considerable el espesor del mismo. 
Este característica puede ser causada por el tiempo de espera entre la 
realización de cada capa. Este tiempo de secado es de tan solo 45 min entre 
cada inmersión en vez de 24 horas en estufa a 37ºC. Parece posible que la 
nueva capa cubra la superficie de la anterior homogeneizándola, pero no ha 
secado lo suficiente para aumentar los estratos del film. 
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2. Presencia y dispersión de las npAg. 
 
Podemos concluir que las nanopartículas se encuentran presentes en la 
muestra. 
El grupo de mayor tamaño contenido en el rango entre 51nm-81nm se 
encuentra presente en un 18% del total analizado. Parece que se trata de 
racimos de npAg, tal como suelen agruparse las nanopartículas de Plata. 
En cambio las de dimensiones más pequeñas con rango entre 18nm-33nm 
se encuentran presente en un 82% del total analizado. 
Estas últimas se encuentran dentro de un rango con dimensiones adecuadas 
para ser introducidas en un film polimérico dentro de las características que 
el Proyecto tiene por objetivo y de su posible aplicación.  
 
3. Propiedades mecánicas. 
  
La tensión media total obtenida mediante el ensayo mecánico es de 4,6MPa. 
Se trata de un valor mínimo ya que en todos los casos, menos uno, la 
rotura se ha producido por la cara mecanizada. 
 
4. Propiedades Biológicas. 
 
La no coherencia entre el resultado observado para el ensayo de adhesión 
bacteriana entre las muestras con npAg y su control (CF1x) puede deberse 
a la inactivación del film por parte de la exposición del mismo a etanol. Este 
deshidrata la membrana con la posible consecuencia de provocar la 
suficiente rigidez al film para que las bacterias no puedan interaccionar con 
las nanopartículas de Plata. 
Las muestras que contienen Carvacrol y Carvacrol con npAg son las que han 
reducido de forma considerable la proliferación bacteriana en un orden de 
magnitud. 
Los ensayos de difusión bacteriana brindan evidencia de que el Carvacrol si 
se libera mediante difusión al medio, y presenta inhibición bacteriana. 
Por último los ensayos de citotoxicidad ponen de manifiesto que ninguna 
condición de estudio es tóxica para el desarrollo de la vida celular. 
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PRESUPUESTO 
A continuación se detallan los costes derivados de la ejecución del Proyecto, 
como, equipos, materiales y mano de obra de personal cualificado. 
Los costes de personal se ajustan al B.O.E Nº 256, viernes 25 Octubre de 
2013, artículo 33 tabla de niveles salariales. Los salarios base para 
diplomados y Licenciados son 1253€/mes y 1687€/mes respectivamente 
[23]. 
 
materiales Precio 
unitario  
Cantidad (u) Coste (€) 
Barra de 2m Ti 369.45 €/u 0.5 u 184.7 
Paños de carburo de silicio 
P600 14.75 €/u 4 u 59 
P800 14.75 €/u 4 u 59 
P1200 17.9 €/u 4 u 71.6 
P2400 17.9 €/u 4 u 71.6 
Paño de terciopelo 37.82 €/u 2 u 75.64 
Silica 0.06 um 60 €/pote 1 pote 60 
Araldite (pegamento de dos 
componentes) 
8.68 €/u 1 u 8.68 
Acetona 20.5 €/l 1 l 20.5 
Etanol 27.5 €/l 1 l 27.5 
Agua destilada 20 €/l 5 l 100 
Acido acético glacial 22.1 €/l 0.25 l 5.25 
Quitosano MW 1324 €/kg 0.016 kg 21.184 
Citrato de sodio 58.4 €/kg 0.001 kg 0.06 
Nitrato de plata  527 €/kg 0.0001 kg 0.053 
Hidróxido de sodio 2110 €/kg 0.2 kg 422 
PBS 1.36 
€/pastilla 
10 pastillas 13.6 
Agar 1016 €/kg 0.3 kg 304.8 
HBI 396 €/kg 0.5 kg 198 
Antibiótico 6830 €/l 0.001 l 6.83 
FBS 555 €/l 0.005 l 2.78 
L-glutamato 514 €/l 0.001 l 0.5 
Piruvato de Sodio 105 €/l 0.001 l 0.105 
Hepes 628 €/u 0.0015 u 0.9 
Placa de petri 0.2 €/u 60 u 30 
Puntas de pipeta 0.012 €/u 45 u 0.54 
Cubetas PMMA 0.062 €/u 30 u 1.86 
Tubos falcons 0.85 €/u 30 u 25.5 
Tubos eppendorf 0.012 250 u 3 
total 1775.48 € 
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Equipos Precio/hora  
(€/h) 
hora Coste (€) 
Pulidora automática 5.4 42 226.8 
Interferómetro 6 18 108 
FTIR 5.14 2 10.3 
Autoclave 30 13 390 
TEM 100 2 200 
SEM [24] 106.74 3 320.2 
UV [24] 4.85 25 121.25 
incubadora 6 120 720 
espectofotómetro 11 1 11 
Maquina de ensayos mecánicos 67 9 603 
Cabina de microbiología 13.9 155 2154.5 
total 4865.05 € 
 
Coste de personal Precio/hora 
(€/h) 
hora Coste (€) 
Taller de corte de muestra 50 5 250 
Pulido 7.8 45 351 
Limpieza de muestra 7.8 3 23.4 
Recubrimiento 7.8 9 70.2 
Preparación npAg 7.8 7 54.6 
FTIR 7.8 2 15.6 
Interferometría 7.8 18 140.4 
Ensayo mecánico 7.8 7 54.6 
Técnico SEM 106.74 3 320.22 
Técnico TEM 100 2 200 
Ensayo de adhesión 
bacteriana 
7.8 18 140.4 
Ensayo de difusión 
bacteriana 
7.8 5 39 
Ensayo de citotoxicidad 10.54 28 295 
total 1954.42 € 
 
varios Precio/hora 
(€/h) 
hora Coste (€) 
Búsqueda bibliográfica 7.8 35 273 
Elaboración de memoria 7.8 162 1263.6 
total 1536.6 € 
 
Costes indirectos Precio/hora (€/h) Total (€) Coste (€) 
servicios 10% de costes directos 10358.35 11912.1 
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Coste total del presupuesto (incluye 21% I.V.A) 
14413.64 € 
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APÉNDICE 
Impacto ambiental 
 
Este impacto se ha tenido en cuenta en todo momento en el desarrollo del 
Proyecto, principalmente en la concerniente al tratamiento de los residuos 
generados en un laboratorio. Se ha seguido la normativa interna del 
laboratorio aplicada a tal fin y se ha considerado la NTP 276 “Eliminación de 
los residuos en el laboratorio: Procedimientos generales” [25]. 
 
Los residuos se organizan del siguiente modo: 
 
residuos Tipo de envase y cantidad 
ácidos Polipropileno (PP) de ½ litro 
básico Polipropileno (PP) de ½ litro 
Sólidos con mercurio Polipropileno (PP) de 10 litro y boca ancha 
Agua con mercurio Polipropileno (PP) de ½ litro 
Sólidos sin mercurio Polipropileno (PP) de 10 litro y boca ancha 
Sólidos metálicos Polipropileno (PP) de ½ litro 
sólidos Polipropileno (PP) de 5 litro y boca ancha 
disolvente Polipropileno (PP) de 10 litro 
 
Una vez llenado el recipiente con el residuo se almacenan para su posterior 
gestión a carga de la empresa ECOCAT con una frecuencia de recogida de 6 
meses. 
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Resultados Estadísticos 
 
A continuación se muestran todos los resultados estadísticos. 
 
Rugosidad de Quitosano 1% para p ≤ 0.05 Se observan diferencias 
significativas 
 
Rugosidad del Quitosano al 2% para una p ≤ 0.05 Se observan diferencias 
significativas 
 
 
 
 
Análisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
M1B2 (1%) 5 223,08 44,616 305,01538 17,46468952
M1A1 (1%) 5 342,83 68,566 194,29273 13,93889271
Ti (control) 5 223,79 44,758 215,92117 14,69425636
ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las variacionesSuma de cuadradosGrados de libertadPromedio de los cuadrados F Probabilidad Valor crítico para F
Entre grupos 1900,73921 2 950,3696067 3,986286495 0,04704174 3,885293835
Dentro de los grupos2860,91712 12 238,40976
Total 4761,65633 14
Análisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
M1B3 (2%) 5 429,98 85,996 951,58268 30,84773379
M1B4 (2%) 5 636,77 127,354 655,36083 25,60001621
Ti (control) 5 223,79 44,758 215,92117 14,69425636
ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las variacionesSuma de cuadradosGrados de libertadPromedio de los cuadrados F Probabilidad Valor crítico para F
Entre grupos 17055,26 2 8527,63002 14,03444279 0,000721513 3,885293835
Dentro de los grupos7291,45872 12 607,62156
Total 24346,7188 14
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Rugosidad para film de 3 capas para una p ≤ 0.05 no se observan 
diferencias significativas 
 
Espesor de los recubrimientos para una p ≤ 0.05 Se observan diferencias 
significativas 
 
Ensayo mecánico para una p ≤ 0.05 No se observan diferencias significativas 
Análisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza desviacion error standart de la media
M1A3 (1%) 5 163,26 32,652 125,39867 5,00796705 2,239630952
M1A4 (1%) 5 155 31 50,32705 3,17260303 1,418831209
M1A6 (2%) 5 251,74 50,348 368,20147 8,58139231 3,83771531
Ti (control) 5 223,79 44,758 215,92117 6,57147122 2,938851272
ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las variacionesSuma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor crítico para F
Entre grupos 1321,63566 3 440,5452183 2,31912177 0,11419956 3,238871522
Dentro de los grupos3039,39344 16 189,96209
Total 4361,0291 19
Análisis de varianza de un factor para todos los espesores
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza desviacion medias por capas incremento en peso %
M1C2 (1 capa) 5 0,677 0,1354 0,0008688 0,029475413 0,1233
M1C3 (1 capa) 5 0,556 0,1112 0,0001097 0,010473777 129,7648013
A (3 capas) 5 0,777 0,1554 0,0001758 0,013258959 0,16 29,7648013
B (3 capas) 5 0,823 0,1646 0,0002553 0,01597811
ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor crítico para F
Entre grupos 0,00841015 3 0,002803383 7,95511729 0,001801895 3,238871522
Dentro de los grupos 0,0056384 16 0,0003524
Análisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza desviacion tipica
1 3 8,17419788 2,72473263 2,446785 1,564220253
2 3 16,2974662 5,43248872 9,855281872 3,139312325
3 3 17,3287902 5,7762634 3,767905158 1,94110926
ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las variacionesSuma de cuadradosGrados de libertadPromedio de los cuadrados F Probabilidad Valor crítico para F
Entre grupos 16,76196419 2 8,3809821 1,564591789 0,283895122 5,14325285
Dentro de los grupos32,13994406 6 5,35665734
Total 48,90190825 8
